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Für Papa 
 
„Gib mir die Gelassenheit,  Dinge hinzunehmen, 
die ich nicht ändern kann. 
Gib mir den Mut, Dinge zu ändern,  
die ich zu ändern vermag.  
Und gib mir die Weisheit, 
 das eine vom anderen zu unterscheiden.“ 
 
Reinhold Niebuhr (1892-1971) 
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1. Einleitung 
Die Dystonie ist eine zentralnervös bedingte motorische Erkrankung, bei der durch 
fortwährende oder intermittierende Muskelkontraktionen abnorme Bewegungsabläufe und 
Körperhaltungen auftreten, die zu erheblichen körperlichen und psychischen Leiden bei den 
Betroffenen führen (ALBANESE et al. 2013). Nach Morbus Parkinson und Tremor stellt die 
klinisch und ätiologisch heterogene Gruppe der Dystonien die dritthäufigste 
Bewegungsstörung des Menschen dar (DEFAZIO 2010). Auch bei Haussäugetieren wie 
Hunden, Pferden oder Rindern sind verschiedene mit Dystonien einhergehende 
Erkrankungskomplexe beschrieben (RICHTER et al. 2015). Über die Pathophysiologie sind 
allerdings bis heute noch keine ausreichenden Erkenntnisse vorhanden, um das 
Vorhandensein adäquat wirkender Therapeutika mit einem geringen Spektrum an Neben- und 
Wechselwirkungen für sämtliche Dystonieformen gewährleisten zu können. Um diesen 
Missstand zu beseitigen, ist die Erforschung von an der Entstehung von Dystonien beteiligten 
Gehirnstrukturen und Neurotransmittern und damit einhergehend die Entschlüsselung neuer 
Ansatzpunkte für Therapeutika in Tiermodellen zwingend erforderlich. 
Eines der wenigen gut validierten phänotypischen Tiermodelle der Dystonie ist der dtsz 
Hamster. Die Syrischen Goldhamster dieser Inzuchtlinie besitzen eine noch nicht genauer 
charakterisierte Spontanmutation, die zur Ausprägung altersabhängiger, durch Stress 
induzierbarer dystoner Episoden führt (RICHTER and LÖSCHER 1998). Dieses Modell eignet 
sich auf Grund der Ähnlichkeit der Symptome zu denen der erblichen paroxysmalen Dystonie 
beim Menschen und einer vergleichbaren Ansprechbarkeit auf eine medikamentöse 
Behandlung sehr gut zur Erforschung neuer Therapieoptionen. Auch treten 
pathophysiologische Gemeinsamkeiten, wie Störungen der corticostriatalen Plastizität, 
sowohl in der Hamstermutante als auch in der paroxysmalen Dystonie des Menschen auf 
(RICHTER and LÖSCHER 2002a, JINNAH and HESS 2008, RICHTER and RICHTER 2014).  
Die DYT1-Dystonie ist die häufigste genetische Dystonieform des Menschen, bei der es durch 
die Deletion eines Basentriplets im DYT1-Gen zur Ausbildung eines mutierten Proteins 
(TorsinA) kommt (OZELIUS et al. 1997). Zur Untersuchung der Pathophysiologie wird in dieser 
Arbeit das DYT1 knock-in (KI) Mausmodell genutzt, welches durch Einbringen der humanen 
Mutation in das Torsin1a-Gen der Mäuse entstanden ist (GOODCHILD et al. 2005). Während 
bei humanen Genträgern nur 30-40 % Betroffene eine klinische Symptomatik entwickeln 
(BRESSMAN et al. 1989), zeigen DYT1 KI-Mäuse keinerlei dystone Symptome; lediglich 
moderate motorische Auffälligkeiten (DANG et al. 2005) sowie Defizite in der Sensomotorik 
(RICHTER et al. 2017) konnten in Verhaltensuntersuchungen festgestellt werden.  
Ergebnisse bisheriger Untersuchungen in Tiermodellen zur Dystonie unterstützen die 
Hypothese, dass Veränderungen im Bereich der Basalganglien, besonders Störungen in der 
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striatalen Plastizität, maßgeblich an der Pathophysiologie beteiligt sind (PETERSON et al. 2010, 
RICHTER and RICHTER 2014). Der metabotrope Glutamatrezeptor 5 (mGluR5) wird im 
Striatum, der Eingangsstruktur der Basalganglien, stark exprimiert und ist außerdem ein 
wichtiges Regelglied in der Langzeit-Potenzierung (LTP) und Langzeit-Depression (LTD), die 
wichtige Mechanismen der Plastizität corticostriataler Synapsen darstellen (ANWYL 2009). 
Diese Charakteristika machen ihn zu einer potenziellen Zielstruktur für Pharmaka zur 
Behandlung von Krankheiten, deren Ursprung in den Basalganglien liegt. In der Levodopa-
induzierten Dyskinesie (LID), einer Bewegungsstörung, die oftmals mit dystonen Symptomen 
eingeht, konnten durch Fenobam, einen negativen allosterischen Modulator des mGluR5, in 
verschiedenen Studien bereits antidystone Effekte erzielt werden (BASTIDE et al. 2015, LITIM 
et al. 2017). Unterstützt wird die Annahme, dass der mGluR5 auch für erblich bedingte 
Dystonien therapeutisches Potential besitzen könnte, durch ex vivo Untersuchungen von 
SCIAMANNA et al. (2014), in denen eine Blockade des mGluR5 die pathologische 
Übererregbarkeit der striatalen Interneurone im DYT1 KI-Mausmodell erfolgreich umkehren 
konnte.  
Aus diesen Gründen waren die Ziele der vorliegenden Arbeit erstmalige Untersuchungen zur 
Expression des mGluR5 und zu Auswirkungen der Rezeptor-Modulation auf das Verhalten in 
den oben genannten Dystoniemodellen. Zunächst wurde Fenobam als selektiver negativer 
allosterischer Modulator am mGluR5 (PORTER et al. 2005) im dtsz Hamstermodell auf eine 
mögliche Reduktion der Dystoniesymptomatik nach einmaliger Applikation getestet. 
Weiterhin wurde überprüft, ob der positive allosterische Modulator CDPPB (USLANER et al. 
2009) die Dystoniesymptome der Hamster möglicherweise verschlimmert. Außerdem wurde 
die Expression des mGluR5 an Gehirnen der Hamstermutante im Vergleich zu nicht-dystonen 
Kontrollhamstern mittels Immunhistochemie, Western Blot und quantitativer Echtzeit-PCR 
untersucht. 
Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Expression des mGluR5 im DYT1 KI-Mausmodell 
untersucht. Basierend auf den Ergebnissen bei der dtsz Mutante wurden zusätzlich die 
lokomotorische Aktivität und das Verhalten von DYT1 KI-Mäusen und Kontrolltieren nach 
Applikation von CDPPB in verschiedenen Dosierungen analysiert, um zu überprüfen, ob diese 
Substanz Dystonien oder Dyskinesien im Mausmodell induziert.  
 
 
 
 
 
 
3 
 
2. Literaturübersicht 
2.1 Definition und Einteilung von Dystonien 
Dystonien sind neurologische Bewegungsstörungen, die durch unwillkürliche 
Muskelkontraktionen gekennzeichnet sind (ALBANESE et al. 2013). Diese zeitgleichen 
Kontraktionen agonistischer und antagonistischer Muskeln führen bei den Betroffenen zu 
anormalen Bewegungen und/oder Körperhaltungen, wobei das Bewusstsein der Patienten 
ungetrübt ist (PERLMUTTER and MINK 2004). Neben diesem Leitsymptom ist das klinische 
Erscheinungsbild von Dystonien sehr heterogen. Vermehrt treten jedoch neben den 
motorischen Beeinträchtigungen auch Angst und Depressionen (KUYPER et al. 2011, 
STAMELOU et al. 2012, ZUROWSKI et al. 2013) sowie Störungen in der Sensomotorik auf 
(TINAZZI et al. 2003).  
Nachdem der Begriff der „Dystonie“ im Jahre 1911 vom Berliner Neurologen Oppenheim in 
die Humanmedizin eingeführt wurde – damals als „dystonia musculorum deformans“ 
bezeichnet (OPPENHEIM 1911) – erfolgte die erstmalige systematische Einteilung von 
Dystonien im Jahre 1984 durch das Komitee der Dystonia Medical Research Foundation 
(LEDOUX 2012). Die heute übereinstimmend verwendete Klassifikation stammt von ALBANESE 
et al. aus dem Jahr 2013. Danach wird zunächst unterschieden, ob die Dystonie als alleiniges 
Krankheitsbild (isolierte Dystonie) oder in Kombination mit weiteren Bewegungsstörungen, 
wie zum Beispiel Morbus Parkinson oder Myoklonien (kombinierte Dystonie), vorliegt. 
Weiterhin erfolgt die Einteilung entlang zweier Achsen (Abb. 1), wobei die erste Achse 
klinische Charakteristika wie das Alter des erstmaligen Auftretens, die Ausbreitung im Körper 
(z.B. fokale Formen wie der Schreibkampf oder generalisierte Formen wie die 
Torsionsdystonie) sowie das zeitliche Muster und mögliche Begleitsymptome berücksichtigt. 
Entlang der zweiten Achse kann man Dystonien anhand der zugrundeliegenden Ätiologie 
einteilen, wobei zwischen Pathologien des Nervensystems, hereditären, erworbenen und 
idiopathischen Formen unterschieden wird.  Unter den hereditären Dystonien sind bisher über 
20 monogenetische Varianten (z.B. DYT1, DYT6, DYT25) identifiziert worden, die meist 
autosomal-dominant, aber nur mit geringer Penetranz vererbt werden (ALBANESE et al. 2013). 
Auf Grund dieser unvollständigen Penetranz wird vermutet, dass zusätzlich zum mutierten 
Gen Umweltfaktoren wie Stress oder Infektionen für die Auslösung einer Symptomatik 
hinzukommen müssen, oder aber ein Genpolymorphismus vorliegt (BREAKEFIELD et al. 2008).  
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Dystonien stellen nach Tremor und Morbus Parkinson die weltweit dritthäufigste 
Bewegungsstörung des Menschen dar (DEFAZIO 2010). Die wahre Prävalenz von Dystonien ist 
nicht bekannt, sie steigt jedoch mit dem Alter und hängt von der vorliegenden Dystonieform 
ab, wobei isolierte idiopathische und genetische Formen relativ häufig vorkommen (DAS et al. 
2007). 
Auch bei Haustieren treten Bewegungsstörungen auf, die Ähnlichkeiten zur humanen 
Dystonie haben (RICHTER et al. 2015). Auf Grund unzureichender Kenntnis zu den 
pathophysiologischen Mechanismen und der oftmals schwierigen Abgrenzung von anderen, 
häufiger auftretenden neurologischen Symptomen, werden bei Tieren jedoch kaum Fälle von 
Dystonien diagnostiziert. Bei Hunden bestimmter Rassen (z.B. Cavalier King Charles Spaniel, 
Boxer, Scottish und Border Terrier) sind Fälle bekannt, deren Krankheitsausprägung denen der 
paroxysmalen Dystonie beim Menschen ähnelt (HERRTAGE and PALMER 1983, RICHTER et al. 
2015). Auch bei Pferden (CHANG et al. 2012) und bei Rindern (CHARLIER et al. 2008, GILL et 
al. 2012) verschiedener Rassen wurden Bewegungsstörungen beschrieben, die 
Gemeinsamkeiten zur Dystonie aufweisen.  
 
 
Abb. 1: Einteilung von Dystonien nach klinischen Charakteristika (Achse I) und Ätiologie (Achse II); 
modifiziert nach Albanese et al., 2013 
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2.1.1 Die primäre DYT1-Torsionsdystonie 
Die am häufigsten auftretende genetische Dystonieform ist die primäre DYT1-
Torsionsdystonie. Sie wird durch eine Mutation im DYT1-Gen verursacht, welches für das 
ubiquitär vorkommende Protein TorsinA kodiert. Der genetische Defekt besteht in einer 
Deletion dreier Basenpaare (∆GAG), was zum Verlust eines Glutamatrests am 
carboxyterminalen Ende des Proteins führt (OZELIUS et al. 1997). TorsinA gehört zur Familie 
der AAA+ Proteine (ATPase Associated with a variety of cellular Activities), welche diverse 
biologische Funktionen erfüllen, wie zum Beispiel Chaperonaktivität, Membranfusion und 
Beteiligung an der Aufrechterhaltung des zellulären Energiehaushalts (PATEL and LATTERICH 
1998, NEUWALD et al. 1999). Über das vor allem im endoplasmatischen Retikulum lokalisierte 
TorsinA selbst gibt es noch keine ausreichende Erkenntnis zu speziellen physiologischen 
Funktionen. Jedoch scheint es eine wichtige Rolle im Recycling der Membran von synaptischen 
Vesikeln zu spielen (GOODCHILD et al. 2005, GRANATA et al. 2008) und die Zellen vor 
oxidativem Stress und Proteinaggregation zu schützen (MCLEAN et al. 2002, KUNER et al. 
2003).  
Die DYT1-Torsionsdystonie beginnt meist im Kindes- bis frühen Erwachsenenalter (fünftes bis 
28. Lebensjahr) an einer Extremität und breitet sich im Verlauf weiter im Körper aus, oft bis 
zur Generalisierung (BREAKEFIELD et al. 2008, OZELIUS et al. 2011). Die Prävalenz dieser 
Dystonieform liegt in der Gesamtbevölkerung bei 1/60.000; in der Familie der Ashkenazi-
Juden jedoch mit 1/3.000 bis 1/9.000 noch deutlich höher (OZELIUS et al. 1997, BRESSMAN 
2000). Allerdings ist diese autosomal-dominant vererbte Erkrankungsvariante auf Grund der 
unvollständigen Penetranz von ca. 30-40 % in weiteren zahlreichen symptomlosen Trägern 
des Gendefekts vorhanden. Dies legt wiederum die Vermutung nahe, dass zusätzliche 
Faktoren (z.B. Umwelteinflüsse oder Stress) vorhanden sein müssen, um den Ausbruch der 
Erkrankung auszulösen (BRESSMAN et al. 1989, RISCH et al. 1990).  
 
2.2 Pathophysiologie primärer Dystonien 
Über die genauen pathophysiologischen Vorgänge und die an der Entstehung von primären 
Dystonien beteiligten anatomischen Strukturen herrscht in der Wissenschaft noch immer viel 
Unklarheit (BALINT et al. 2018). Dies ist unter anderem der Tatsache geschuldet, dass 
Patienten mit isolierter Dystonie in neuropathologischen Untersuchungen meist keine 
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mikroskopisch oder makroskopisch erkennbaren Veränderungen im Gehirn aufweisen 
(ROSTASY et al. 2003, PAUDEL et al. 2012).  
Frühe Studien legen nahe, dass Dystonien eine Störung der Funktion der Basalganglien 
zugrunde liegt, da dort bei Betroffenen diskrete fokale Läsionen nachgewiesen werden 
konnten (BHATIA and MARSDEN 1994). Weitere Untersuchungen deuten allerdings auf 
komplexere Prozesse hin und führen zu der Annahme, dass bei Dystonien Störungen eines 
ganzen Netzwerkes auftreten (des sogenannten Basalganglien-Cerebello-Thalamo-Corticalen 
Regelkreises), die neben den Basalganglien weitere Gehirnstrukturen wie das Cerebellum, den 
Cortex und den Thalamus betreffen (JINNAH et al. 2017).  
 
2.2.1 Pathophysiologische Bedeutung der Basalganglien 
Auch wenn die exakten pathophysiologischen Vorgänge, die zur Ausprägung einer Dystonie 
beitragen, noch immer nicht entschlüsselt sind, ist jedoch mittlerweile stark davon 
auszugehen, dass die Basalganglien hierbei eine zentrale Rolle spielen. Die Basalganglien sind 
einzelne miteinander verschaltete Kerne, die subcortical lokalisiert sind. Ihnen werden 
zahlreiche Funktionen bei der Motorik, Kognition, aber auch bei assoziativen und limbischen 
Prozessen zugeschrieben (BOLAM et al. 2000, DELONG and WICHMANN 2007). Zu diesen 
Kerngebieten zählen der Nucleus caudatus und das Putamen, die beim Primaten  durch die 
Capsula interna voneinander getrennt sind (TREPEL 2004) und die zusammen das Striatum 
bilden. Weiterhin zählen funktionell auch die Substantia nigra (SN) und der Nucleus 
subthalamicus (STN) zu den Basalganglien (SMEETS et al. 2000). Beim Globus pallidus (GP) 
werden hinsichtlich seiner Funktionen noch mal zwei Anteile unterschieden – der Globus 
pallidus externus (GPe) und Globus pallidus internus (GPi). Letzterer entspricht beim Nager 
dem entopenduncularen Nucleus (EPN). Bei der SN unterscheidet man die Substantia nigra 
pars compacta (SNc) und die pars reticulata (SNr) (BOLAM et al. 2000).  
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In Abb. 2A ist vereinfacht dargestellt, wie die verschiedenen Strukturen innerhalb der 
Basalganglien sowie nach außen mit dem Cortex und dem Thalamus verschaltet sind. Das 
Striatum als Eingangsstruktur erhält Signale aus dem Cortex, die überwiegend glutamaterg 
(exzitatorisch) sind. Weiterhin kommen im Striatum dopaminerge Projektionen aus der SNc 
an. Die große Mehrheit der Neurone in den Basalganglien (95%) stellen Projektionsneurone 
dar, nur 5% sind Interneurone (DELONG and WICHMANN 2007). Diese Projektionsneurone 
beeinflussen über zwei verschiedene Wege die Ausgangsstrukturen der Basalganglien, den 
GPi und die SNr, welche wiederum über den Thalamus den Cortex beeinflussen. Bei beiden 
Wegen spielt der inhibitorische Neurotransmitter γ-Aminobuttersäure (GABA) eine zentrale 
Rolle. Im direkten striatonigralen Weg werden über GABAerge Projektionsneurone der GPi 
und die SNr gehemmt, was zu einer verminderten Hemmung des Thalamus führt, der 
seinerseits den Cortex weniger hemmt. Das Ergebnis ist somit eine verstärkte Aktivierung des 
Cortex. Über den indirekten striatopallidalen Weg wird der GPe gehemmt, was eine 
enthemmende Wirkung auf den STN hat. Dieser aktiviert über glutamaterge 
Projektionsneurone die Ausgangsstrukturen, die wiederum über GABAerge Neurone den 
Abb. 2: Vereinfachtes Schema wichtiger Verschaltungen innerhalb der Basalganglien (A) und Hypothese 
zur Entstehung der Dystonie (B). Im Vergleich zum physiologischen Zustand (A) zeigen dickere Pfeile eine 
erhöhte, dünnere Pfeile eine verminderte neuronale Aktivität (B). Weitere Erläuterungen: siehe Text. (D1: 
Dopamin-D1-Rezeptor; D2: Dopamin-D2-Rezeptor; GABA: γ-Aminobuttersäure, GPe: Globus pallidus 
externus, GPi: Globus pallidus internus, SNc: Substantia nigra pars compacta, SNr: Substantia nigra pars 
reticulata, STN: N. subthalamicus); modifiziert nach BALINT et al., 2018 
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Thalamus hemmen. Die erregende Wirkung des Thalamus auf den Cortex wird dadurch 
reduziert – der Cortex wird weniger aktiviert. Da der Cortex über die Pyramidenbahn zu 
spinalen Motorneuronen projiziert, welche die Muskelaktivität steuern, gilt die vereinfachte 
Annahme, dass der direkte Weg Bewegungen initiiert, während der indirekte Weg 
Bewegungen hemmt (SMITH et al. 1998, TREPEL 2004).   
Wie in Abb. 2B schematisch dargestellt, liegt bei der Dystonie vermutlich eine Störung der 
Regulation dieser beiden Wege vor. Durch Überaktivität des direkten Weges und verminderte 
Aktivität des indirekten Weges kommt es zu einer verstärkten Hemmung der 
Ausgangsstrukturen (PERLMUTTER et al. 1997; VITEK and GIROUX 2000). Das wiederum führt 
zu einer Enthemmung des Thalamus und einer Überaktivierung der thalamocorticalen 
Rückkopplungsschleife. Diese verminderte Inhibition über den GPi bzw. EPN als eine wichtige 
pathophysiologische Grundlage zur Entstehung von Dystonien konnte bisher sowohl bei 
Patienten (MARJANSKA et al. 2013) als auch im Tiermodell (GERNERT et al. 2000, BODE et al. 
2017) gezeigt werden.  Auch die Ergebnisse aus Therapieversuchen mit tiefer Hirnstimulation 
des GPi, die zu einer Verbesserung der Symptomatik bei Dystoniepatienten führten, stimmen 
mit dieser Hypothese überein (SCHADT et al. 2007). Weiterhin belegen Untersuchungen auf 
der Ebene von Neurotransmittern Veränderungen in der neuronalen Kommunikation und der 
Netzwerkaktivität. So wurden vor allem den Störungen im dopaminergen System 
(GOODCHILD et al. 2013) eine zentrale Rolle im pathophysiologischen Geschehen von 
Dystonien zugeschrieben. Weitere Studien in Tiermodellen deuten außerdem auf striatale 
Veränderungen im GABAergen (BODE et al. 2017), glutamatergen (RICHTER et al. 1991, 
AVCHALUMOV et al. 2014) und cholinergen System (RICHTER et al. 2019a) hin.  
 
2.2.2 Synaptische Plastizität 
Neben den Hypothesen der verminderten Inhibition und der veränderten Netzwerkaktivität 
im Bereich der Basalganglien spielen als weiterer Erklärungsansatz für die Pathophysiologie 
von Dystonien Veränderungen der neuronalen Plastizität eine wichtige Rolle (QUARTARONE 
and PISANI 2011, QUARTARONE and HALLETT 2013). Als neuronale Plastizität bezeichnet man 
die Fähigkeit des Nervensystems, seine neuronalen Wege und Synapsen morphologisch und 
biochemisch in Abhängigkeit von eingehenden Informationen zu ändern und sie auf diese 
anzupassen. Der oftmals progressive Verlauf von Dystonien und das verzögerte Auftreten von 
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Verbesserungen nach therapeutischen Interventionen unterstützen die Hypothese der 
abnormalen Plastizität (PETERSON et al. 2010). Auch in Tiermodellen zu Dystonien konnte 
veränderte synaptische Plastizität in Form von gesteigerter Langzeit-Potenzierung (LTP) und 
verringerter Langzeit-Depression (LTD) in corticostriatalen Projektionen gemessen werden 
(CALABRESI et al. 2016; KÖHLING et al., 2004; AVCHALUMOV et al., 2014). Diese Phänomene 
könnten dazu führen, dass überflüssige Muster von Muskelaktivität in erlernte Bewegungen 
integriert werden und so zur Entstehung einer Dystonie beitragen können (BALINT et al. 2018). 
Studien an Gehirnschnitten transgener Mäuse, die mutiertes Torsin1A überexprimieren, 
zeigten eindrücklich die erhöhte LTP und den Verlust von LTD an corticostriatalen Synapsen, 
aber auch die Tatsache, dass diese Veränderungen der Neuroplastizität nicht rückgängig zu 
machen sind (MARTELLA et al. 2009, MARTELLA et al. 2014). Auch wenn vergleichbare Studien 
nicht an Patienten durchführbar sind, zeigten sich mittels der transkranialen Hirnstimulation 
im Motorcortex von Patienten mit Dystonie der Gliedmaßen Hinweise auf eine erhöhte 
Reaktivität auf Tests zur LTP- sowie auch zur LTD-vermittelten Plastizität (QUARTARONE et al. 
2003). Auch wenn die zugrundeliegenden Mechanismen noch immer nicht geklärt sind, sind 
sich die Wissenschaftler einig, dass die Veränderungen in der synaptischen Plastizität eine 
zentrale Rolle in der Pathophysiologie von Dystonien spielen (CALABRESI and TAMBASCO 
2017).  
 
2.3 Therapieoptionen von Dystonien 
Auf Grund der bisher nur unzureichend bekannten Pathophysiologie von Dystonien kann, 
außer bei einigen erworbenen Dystonieformen und der Levodopa-responsiven Dystonie, 
keine kausale Therapie vorgenommen werden (JANKOVIC 2013). Vorhandene 
Therapieoptionen zielen deshalb hauptsächlich auf die Verbesserung der Lebensqualität der 
Patienten im Sinne einer Schmerzlinderung und einer Verminderung der unwillkürlichen 
Bewegungen ab (JANKOVIC 2009).  Dennoch basieren diese Therapiemöglichkeiten mehr auf 
empirischen als auf wissenschaftlichen Erkenntnissen (JANKOVIC 2006) und sind deshalb oft 
mit starken Nebenwirkungen oder einem Ausbleiben der Wirkung bei einem Teil der Patienten 
behaftet (THENGANATT and JANKOVIC 2014). Die Wahl der verwendeten Medikamente ist 
neben dem Alter des Patienten vor allem von der Form und der Körperverteilung (Abb. 3) 
sowie der Schwere der Dystonie abhängig.  
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Botulinumtoxin wurde in den 1980er Jahren eingeführt und stellte einen der wichtigsten 
Fortschritte in der Therapie fokaler und segmentaler Dystonien dar. Es wird direkt in den 
Muskel injiziert, der die dystonen Kontraktionen oder Bewegungen auslöst (JANKOVIC 2017). 
Über eine verminderte Acetylcholinausschüttung an der motorischen Endplatte führt das 
Toxin zu einer temporären Paralyse des Muskels. Die klinische Verbesserung tritt innerhalb 
weniger Tage ein und hält drei bis vier Monate an. (JANKOVIC 2017, BALINT et al. 2018).  
Anticholinerge Substanzen, wie zum Beispiel Trihexyphenidyl, gehören zu den wirksamsten 
Medikamenten gegen generalisierte und segmentale Dystonie (BURKE et al. 1986, JANKOVIC 
2009). Die bei diesen Substanzen zahlreich auftretenden Nebenwirkungen wie 
Mundtrockenheit, Harnverhalten, Verstopfung, verschwommene Sicht und kognitive 
Beeinträchtigungen können durch eine langsame Dosissteigerung über mehrere Wochen 
abgeschwächt werden (ALFRADIQUE-DUNHAM and JANKOVIC 2017). 
Der Dopaminvorläufer Levodopa (L-Dopa) wird vor allem zur Behandlung der Dopa-
responsiven Dystonie eingesetzt (WIJEMANNE and JANKOVIC 2015). Im Gegensatz zu 
Parkinson-Patienten, die ebenfalls mit L-Dopa therapiert werden, treten bei Betroffenen der 
Dopa-responsiven Dystonie keine Dyskinesien oder motorische Fluktuationen auf. Überhaupt 
benötigen an Dopa-responsiver Dystonie Erkrankte geringere Dosen L-Dopa, da sie deutlich 
sensitiver auf die Substanz reagieren als Parkinson-Patienten (VIJAYAKUMAR and JANKOVIC 
2016).  
Abb. 3: Behandlungsalgorithmus 
für Dystonien. Die Behandlung von 
Dystonien ist derzeit lediglich 
symptomatisch und die 
therapeutische Herangehensweise 
ist hauptsächlich an der Verteilung 
der dystonen Symptome im Körper 
(z.B. fokal vs. generalisiert) 
orientiert;  
modifiziert nach BALINT et. al, 2018 
  
Abkürzungen: (r)TMS, (repetitive) 
transkraniale Magnetstimulation; tDCS, 
transkraniale Direktstromstimulation; 
DBS, tiefe Hirnstimulation; GPi, Globus 
pallidus internus; STN, Nucleus 
subthalamicus 
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Weitere Stoffe, die therapeutische Wirkungen bei verschiedenen Arten von Dystonien 
hervorrufen, sind γ-Aminobuttersäure (GABA)-potenzierende Substanzen. So wird der 
GABAB-Agonist Baclofen bei oromandibularer Dystonie, dystoner Cerebralparese und 
kombinierter generalisierter Dystonie eingesetzt (MONBALIU et al. 2017). Während wenige 
Studien eine orale Baclofen-Gabe empfehlen, liegen mehrere Daten vor, die die intrathekale 
oder intraventrikuläre Infusion von Baclofen bevorzugen (MOTTA and ANTONELLO 2014).  
Benzodiazepine wie Diazepam, Clonazepam oder Midazolam waren in einer internationalen 
Studie die am häufigsten eingesetzten, oral verabreichten Substanzen bei allen Typen 
isolierter Dystonien (RICHARDSON et al. 2017). Obwohl diese Muskelrelaxantien eine gute 
Wirksamkeit aufweisen, ist ihr Einsatz durch Nebenwirkungen wie Benommenheit und 
Abhängigkeit limitiert. Weitere GABA-Rezeptor-modulierende Substanzen, die vereinzelt bei 
bestimmten Formen der Dystonie eingesetzt werden, sind Zonisamid (HAINQUE et al. 2016), 
Zolpidem (BOMALASKI et al. 2017) und Gabapentin (LIOW et al. 2016). 
Auf Grund der häufig ausbleibenden Wirkung und der teils schweren Nebenwirkungen der 
medikamentösen Therapie wurden invasive Verfahren zur Behandlung von Dystonien 
entwickelt. Während früher bei therapieresistenten Erkrankungsverläufen die Pallidotomie 
oder die Thalamotomie zum Einsatz kamen, findet heute bei besonders schweren Fällen von 
fokaler, segmentaler und insbesondere generalisierter Dystonie die Tiefe Hirnstimulation 
(deep brain stimulation, DBS) Anwendung (MORO et al. 2017). Wichtigste Zielstruktur ist  der 
Globus pallidus internus (GPi). Zahlreiche Fallstudien (REESE et al. 2011, VOLKMANN et al. 
2012, VOLKMANN et al. 2014) berichten von signifikanten Verbesserungen der Symptome in 
diversen Dystonieformen, weshalb die DBS in der Zukunft ein wichtiger Bestandteil in der 
Therapie schwerwiegender Dystonien sein wird.  
 
2.4 Tiermodelle für primäre Dystonien 
Wie in den vorangehenden Abschnitten beschrieben, ist die Pathophysiologie primärer 
Dystonien noch immer zu einem großen Teil ungeklärt. Um die Entwicklung zielgerichteter, 
langfristig wirksamer und gut verträglicher Therapien voranzutreiben, ist der Einsatz gut 
validierter und etablierter Tiermodelle unerlässlich. Die Validierung eines Tiermodells erfolgt 
anhand dreier Kriterien, bei der es jeweils um die Vergleichbarkeit eines Faktors im Modelltier 
mit dem humanen Patienten geht (VAN DER STAAY 2006): (1) „construct validity“ 
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(vergleichbare Pathophysiologie), (2)  „face validity“ (vergleichbare Symptomatik) und (3) 
„predictive validity“ (Vorhersagekraft der Ansprechbarkeit auf therapeutische 
Interventionen). 
2.4.1 Übersicht etablierter Tiermodelle 
Auf Grund der Vielzahl der existierenden Formen von Dystonien und der Heterogenität der 
Symptomatik ist es unmöglich, ein einziges Tiermodell zu entwickeln, das alle Facetten der 
humanen Erkrankungsvarianten widerspiegelt. Deshalb existiert eine relativ große Anzahl an 
Dystoniemodellen, die sich über Intervertebraten, Vertebraten bis hin zu Primaten erstrecken 
(TASSONE et al. 2011). Man kann hierbei phänotypische und ätiologische Tiermodelle 
unterscheiden (JINNAH et al. 2008). Zu den phänotypischen Tiermodellen werden spontan 
mutierte sowie experimentell induzierte Modelle gezählt (RICHTER and LÖSCHER 1998, 
WILSON and HESS 2013). Diese sind besonders gut zur Untersuchung der Pathophysiologie 
sowie für pharmakologische Studien (Tests auf neue Targets und Substanzen) geeignet. 
Ätiologischen Tiermodellen hingegen fehlt oft ein Phänotyp, während der auslösende Faktor 
der Erkrankung realistisch widergespiegelt wird und pathophysiologische Mechanismen auf 
biochemischer, molekularer und zellulärer Ebene genauer erforscht werden können (RICHTER 
and RICHTER 2014). In Tab. 1 sind beispielhaft einige Tiermodelle aus der Dystonieforschung 
mit ihren wichtigsten assoziierten pathophysiologischen und phänotypischen Merkmalen 
dargestellt.  
 
Tiermodell Spezies humanes 
Analogon 
Pathophysiologie Phänotypische 
Merkmale 
Referenzen 
(Erstbeschreibung) 
TRANSGENE TIERMODELLE 
ΔGAG TOR1A 
KI 
(heterozygot) 
(Dauer/Li) 
Maus  
(129 
gemischt 
mit 
C57BL/6, 
C57BL/6J)  
DYT1 EK im N. ponti, ↑ 
und ↓HVA, ↓ DA, 
↓ D2R, ↑ 
extrazelluläre ACh-
Spiegel, 
mikrostrukturelle 
Veränderungen im 
Striatum, SNc und 
Cerebellum 
Hyperaktivität, Fehler 
auf dem Beam, 
Gangabweichungen, 
↑Angstverhalten 
DANG et al. (2005), 
GOODCHILD et al. 
(2005) 
ΔGAG TOR1A 
(heterozygot, 
Maus 
(C57BL/J6) 
DYT1  Hyperaktivität, 
„Circling”, 
SHASHIDHARAN et 
al. (2005) 
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NSE 
Promotor) 
Gangabweichungen, 
„Clasping“ 
ΔGAG oder 
humanes 
Wildtyp-
TOR1A 
(heterozygot, 
murines 
Prion-
Promotor 
Maus, 
C57BL/6N 
DYT1 wt-tg: ↓ DA, 
Serotonin und 5-
HIAA 
wt-tg: Fehler auf dem 
Beam, 
Gangabweichungen, 
Hypoaktivität MT: 
Hyperaktivität, 
vermindertes Lernen 
auf dem Rotarod 
GRUNDMANN et al. 
(2007) 
ΔGAG TOR1A 
(hemizygot, 
CMV 
Promotor) 
Maus, 
C57BL/6 
DYT1 Imbalance in DA 
und ACh 
Stoffwechsel, ↓ 
Antwort auf 
Amphetamin, ↑DA 
Umsatz, ↓ D2R 
Protein und 
Funktion, ↓ DAT 
Funktion 
Fehler auf dem Beam, 
Gangabweichungen, 
Hypolokomotion, 
beeinträchtigtes 
Lernen auf dem 
Rotarod 
 
 
SHARMA et al. 
(2005) 
ΔGAG oder 
humanes 
wildtyp 
TOR1A 
(heterozygot, 
phTH-
Promotor) 
Maus, 
C57BL/6J 
DYT1 wt-tg: ↓ DA und 
DOPA, ↑ Antwort 
auf Kokain, MT: ↓ 
Antwort auf Kokain 
und elektrische 
Stimulation 
wt-tg: Hypoaktivität, 
akute kataleptische 
Reaktion auf Kokain; 
MT: Fehler auf dem 
Beam 
PAGE et al. (2010) 
 
 
ΔGAG TOR1A 
(hemizygot, 
humaner 
TorsinA-
Promotor) 
 
Ratte 
(Sprague-
Dawley) 
DYT1 strukturelle 
Veränderungen im 
NE; MT: keine LTD 
und veränderte 
SD- Induktion in 
MSN 
 
vermindertes Lernen 
auf dem Rotarod, 
Fehler auf dem Beam, 
“Clasping”,  
Gangabweichungen in 
den HGM 
GRUNDMANN et al. 
(2012) 
Gch low Maus, 
C57BL 
DYT5 ↓ BH4, TH, DA, 5-
HTund NE, ↓ NOS 
Aktivität und NO 
Generierung, ↑ 
D2R Bindung und 
TH mRNA 
 ZENG et al. (2004) 
Pst low Maus DYT5 ↓ TH und 
BH4,↓TH-Protein, 
kein Verlust an TH-
positiven 
Neuronen 
 
progressives 
„Clasping“ der HGM 
SATO et al. (2008) 
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Pnkd 
(mutiert oder 
wildtyp, 
Maus-Pnkd-
Promotor) 
 
Maus DYT8 ↑ D1R, D2R, DAT, 
MAO-B, ↓ DA, c-
Fos Induktion in 
GP, STN und SNr 
nach Koffein oder 
Ethanol  
Dyskinesien induziert 
durch Koffein, A2AR-
Antagonisten, 
D2RAgonisten oder 
Ethanol 
LEE et al. (2012) 
Scge knock-
out 
(heterozygot, 
paternale 
Linie) 
Maus, 
gemischt 
mit 
C57BL/6 
DYT11 strukturelle 
Veränderungen in 
NE in MSN und 
Purkinjezellen, ↑ 
DA, DOPAC und 
HVA, ↓ D2R 
Myoklonus, Fehler auf 
dem Beam, 
Hyperaktivität, 
vermindertes Lernen 
auf dem Beam, ↑ 
Angst- und 
Depressionsverhalten 
YOKOI et al. (2006) 
Atp1a3 
knock-out 
(heterozygot) 
Maus, 
129/Black 
Swiss, 
C57BL/6J 
DYT12 verändertes 
Verhältnis von DA 
und Serotonin im 
open field unter 
Stress, ↑ 
inhibitorische 
Verschaltung auf 
Purkinjezellen 
Hyperaktivität, Fehler 
auf dem Beam und 
Rotarod, ↓ 
räumliches Lernen, ↑ 
Depressionsverhalten, 
sensorische Defizite; 
C57BL/6: ↑ 
motorische 
Fähigkeiten auf dem 
Beam und Rotarod 
MOSELEY et al. 
(2007) 
 
TIERMODELLE MIT SPONTANMUTATION 
Dtsz Hamster Syrischer 
Goldhamster 
Episoden 
generaliserter 
Dystonie 
↑ Aktivität MSN, ↑ 
LTP, GABAerge und 
dopaminerge 
Dysfunktionen im 
Striatum, ↓ Aktivität 
entopedunkularer 
Neurone 
Paroxysmale 
generalisierte 
Dystonie, 
induzierbar 
durch Stress 
LOSCHER 
et al. 
(1989); 
Richter et 
al. (1991) 
Dstdt Maus (Bpag1 
Mutation) 
Maus, 
BALB/c, 
B6C3, DBA/2 
Dystonia 
musculorum 
Periphere und 
zentrale 
Neurodegenerationen, 
↓ GABA und 
Glutamat, 
Übererregbarkeit der 
Purkinjezellen 
generalisierte 
Dystonie, 
„Clasping“, 
Ataxie, Defizite 
in motorischen 
Tests, 
Hypoaktivität 
DUCHEN 
(1976) 
Dt (Atcai 
Mutation) 
Ratte 
(Sprague-
Dawley) 
Generalisierte 
Dystonie 
kleinere Purkinjezellen 
mit abnormen 
Feuerraten, ↑GAD, 
↓GABAA-Rezeptor 
progressive 
generalisierte 
Dystonie 
LORDEN et 
al. (1984) 
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Tottering 
(Cacna1a 
Mutation) 
Maus, 
C57BL/6J 
Episoden 
generalisierter 
Dystonie 
↓ DA während 
dystoner Attacken, ↑ 
L-Typ Calciumkanal 
und ↓ Glutamat-
ausschüttung im 
Cerebellum 
paroxysmale 
Dystonieähnliche 
Attacken, 
induzierbar 
durch Koffein, 
Absencen 
FUREMAN 
et al. 
(2002), 
FAN et al. 
(2012)  
 
EXPERIMENTELL INDUZIERTE TIERMODELLE 
Kaninsäure-
Injektion ins 
Cerebellum 
Maus entfällt ↓ Proenkephalin und 
DA im Striatum, ↑ 
glutamaterge 
Signalwege im 
Cerebellum 
Dystonie-ähnlich 
(↑Stärkegrad 
mit steigender 
Dosierung), 
keine 
Abweichungen 
im EEG 
PIZOLI et 
al. (2002) 
3-
Nitropropionsäure  
Maus, Ratte entfällt Striatum: 
Degeneration und ↓ 
Volumen; SNr: 30-40% 
Verlust dopaminerger 
Neurone 
Dystonie-
ähnlich, Defizite 
in der 
Sensomotorik, 
dosisabhängige 
Letalität 
OUARY et 
al. (2000) 
FERNAGUT 
et al. 
(2002) 
 
Tab.1: Übersicht einiger Tiermodelle der Dystonie mit ihren assoziierten pathophysiologischen und 
phänotypischen Merkmalen (↑: erhöht, ↓: vermindert, 5-HIAA: 5-Hydroxyindolessigsäure, 5-HT: 
Serotonin, A2AR: Adenosin A2A Rezeptor, ACh: Acetylcholin, BH4: 5,6,7,8-Tetrahydrobiopterin, D1R: 
Dopamin D1-Rezeptor, D2R: Dopamin D2-Rezeptor, DA: Dopamin, DAT: Dopamintransporter, DOPAC: 3,4 
Dihydroxy-phenylessigsäure, EEG: Elektroenzephalographie, EK: Einschlusskörperchen; GAD: 
Glutamatdecarboxylase, GP: Globus pallidus; HGM: Hintergliedmaßen; HVA: Homovanillinsäure, LTD: 
Langzeitdepression, LTP: Langzeitpotenzierung, MSN: Projektionsneuron, MT: Mutant, NE: Kernhülle, 
PPN: N. pedunculopontinus, SD: synaptische Depotenzierung, SNc: Substantia nigra pars compacta, SNr: 
Substantia nigra pars reticulata, STN: N. subthalamicus, tg: transgen, TH: Tyrosinhydroxylase, wt: 
Wildtyp); modifiziert nach RICHTER and RICHTER (2014) und TASSONE et al. (2011). 
 
 
2.4.2 Das dtsz Hamstermodell 
Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurden pharmakologische und molekularbiologische 
Untersuchungen im dtsz Hamstermodell durchgeführt, welches in Tab. 1 gelistet ist und im 
Folgenden genauer erläutert werden soll.   
Der dtsz Hamster ist ein phänotypisches Modell der vererbbaren paroxysmalen Dystonie, in 
dem dystone Episoden altersabhängig auftreten (LÖSCHER et al. 1989, RICHTER and LÖSCHER 
1998, 2002b, a). Die Erstbeschreibung des Modells erfolgte 1976 durch YOON et al., der bei 
einer gewissen Anzahl Syrischer Goldhamster (Mesocricetus auratus auratus) einer 
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Inzuchtlinie motorische Störungen feststellte. Diese äußerten sich spontan oder als Folge von 
mildem Stress in Anfällen mit tonischen Muskelspasmen und schweren paralytischen Stadien, 
die zwei bis fünf Stunden anhielten. Die anfängliche Fehlinterpretation der dystonen Attacken 
als epileptische Anfälle führte zunächst zur Verwendung des Symbols „sz“ (für „seizures“) für 
das noch immer unbekannte Gen, das der Spontanmutation zugrunde liegt und autosomal 
rezessiv vererbt wird (YOON et al. 1976). Nach detaillierter Evaluierung des Modells und 
weiterführenden klinischen Untersuchungen der Hamstermutante wurde der beobachtete 
Phänotyp dem der paroxysmalen nicht-kinesiogenen Dystonie beim Menschen zugeordnet, 
da im Gegensatz zur Epilepsie das Bewusstsein der Tiere während der Anfälle ungetrübt ist 
und die aufgezeichneten EMG-Muster ähnlich derer dystoner Humanpatienten sind.  Dem 
Namen dieser Inzuchtlinie wurde folglich das Gensymbol „dt“ (für „dystonic“) vorgeschaltet 
und das Tiermodell wurde als „dtsz Hamster“ seither weiter eingehend untersucht und 
charakterisiert (LÖSCHER et al. 1989). Es eignet sich besonders gut, um einerseits neue 
Erkenntnisse in Bezug auf die Pathophysiologie der Dystonie zu gewinnen und andererseits 
neue Therapieoptionen zu erforschen, denn die Ansprechbarkeit der Hamstermutante auf 
medikamentöse Behandlungen ist gut vergleichbar mit der in Patienten mit paroxysmaler 
Dystonie (FAHN 1984; JINNAH et al., 2008). Die Vitalität wie auch die Fertilität der Hamster 
sind in diesem Modell nicht beeinträchtigt. (RICHTER and LÖSCHER 1998). 
Dystone Attacken können im dtsz Hamster durch Anwendung von mildem Stress, wie er etwa 
durch Handling entsteht, verlässlich ausgelöst werden. Für die Reproduzierbarkeit 
pharmakologischer oder verhaltensbasierter Experimente wird dabei immer das gleiche 
Vorgehen angewendet, welches aus drei Schritten besteht und daher als „Triple stimulation 
technique“ bezeichnet wird: (1) Herausfangen des Tieres aus dem Heimkäfig und Platzieren 
auf einer Waage; (2) intraperitoneale Injektion einer physiologischen Kochsalzlösung (0,9 % 
NaCl) oder einer Testsubstanz und (3) Platzieren des Hamsters in einen leeren Plastikkäfig. Im 
Folgenden zeigen die Tiere eine Abfolge progressiver abnormaler Bewegungen und 
Körperhaltungen, die jedoch durch Schlaf unterbrochen wird (RICHTER and HAMANN 2001),  
weshalb die Tiere während der dreistündigen Beobachtungsphase am Schlafen gehindert 
werden müssen.  
 
Für eine möglichst objektive Bewertung der Ausprägung der auftretenden Dystoniesymptome 
wurde ein Scoring-System entwickelt, welches sechs verschiedene Stadien unterscheidet 
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(Abb. 4): Stadium 1 ist durch angelegte Ohren und eine abgeflachte Körperhaltung im Gang 
charakterisiert; Stadium 2 wird mit verzögertem Aufsetzten der Vordergliedmaßen, häufiges 
Aufrichten (sogenanntes “rearing”) mit abnormen Bewegungen der Vorderextremitäten und 
bilateraler Verzerrung der Gesichtsmuskulatur beschrieben. Im Stadium 3 kommt es zur 
Hyperextension der Hintergliedmaßen mit bizarrem Gang, während sich im Stadium 4 die 
Muskelkontraktionen auf die Rumpfmuskulatur ausweiten und die Tiere einen Verlust der 
Balance, Hinfallen auf die Seite oder Vornüberkippen als Folge schraubenartiger Bewegungen 
zeigen. Stadium 5 ist durch tonisch nach kaudal gestreckte Hinterextremitäten 
gekennzeichnet. Im maximal erreichbaren Stadium 6 zeigt sich eine vollständige 
Immobilisation in sitzender Haltung mit tonisch nach kranial gestreckten Vorder- und 
Hinterextremitäten und Opisthotonus. Jeder Hamster erreicht sein individuelles 
Maximalstadium innerhalb von drei Stunden; jedoch erreicht nicht jedes Tier das Stadium 6. 
Nach dem Zurücksetzen in den Heimkäfig wird eine vollständige Erholung der Tiere nach zwei 
bis fünf Stunden erreicht (RICHTER and LÖSCHER 1998). 
 
  
Das Auftreten der Dystonie im dtsz Modell folgt einem altersabhängigen Verlauf, wobei die 
maximale Ausprägung der Symptomatik zwischen 30. und 42. Lebenstag zu beobachten ist. 
Danach kommt es zur Abschwächung der Dystonie, bis eine komplette Remission der 
Symptome in der Regel im Alter von 10 Lebenswochen erreicht ist (RICHTER and LÖSCHER 
1998).  
Abb. 4: 6-stufiges Scoring-System nach Richter and Löscher (1998) zur Bewertung der Dystonieschwere 
im dtsz Hamstermodell: beispielhafte Fotografien der Stadien 1-6; detaillierte Beschreibung im Text (2.4.2) 
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Auf Grund der hohen „predictive validity“ (siehe 2.4, erster Abschnitt) des dtsz Hamsters 
wurden in den letzten Jahrzehnten zahlreiche pharmakologische Substanzen hinsichtlich 
ihrer Wirkung auf die Dystonieschwere in diesem Modell untersucht (JINNAH et al. 2008). 
Dabei wurden die besten antidystonen Effekte nach kurzfristiger Gabe von GABA-
potenzierenden und antidopaminergen Substanzen sowie Adenosin-Rezeptor-Agonisten 
erzielt, während Substanzen, die die GABAerge Hemmung stören oder die dopaminerge 
Aktivität verstärken, die Dystonie verschlimmerten (RICHTER and LÖSCHER 1998, NOBREGA 
et al. 1999, RICHTER and HAMANN 2001, RICHTER and LÖSCHER 2002a). Auch Methylxanthine 
wie Koffein oder Theophyillin und Natriumkanal-Blocker führten zu einer Verschlimmerung 
der Dystonie im dtsz Hamster (NOBREGA et al. 1997, RICHTER and HAMANN 2001). Die 
Applikation von Phenobarbital führte nach kurzfristiger Gabe zu antidystonen Effekten, 
wohingegen eine chronische Applikation das Gegenteil bewirkte (RICHTER and LÖSCHER 
2000). Weitere Substanzen, die in Studien zur Verbesserung der Dystonieschwere in diesem 
Hamstermodell führten, sind Cannabinoide, kappa-Opiod-Rezeptor-Agonisten (RICHTER and 
LÖSCHER 2002b), einige NMDA (N-Methyl-D-Aspartat)- und AMPA (α-amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazolepropionic acid)-Rezeptor-Antagonisten sowie selektive NMDA-Rezeptor-
NR2B-Subtyp-Antagonisten (RICHTER et al. 1991, RICHTER et al. 1993, RICHTER 2003). 
Diese pharmakologischen Untersuchungen zusammen mit neurochemischen, 
immunhistochemischen und elektrophysiologischen Studien im dtsz Hamster führten dazu, 
dass dieses Modell in den vergangenen Jahren immer besser hinsichtlich seiner 
pathophysiologischen Eigenschaften charakterisiert werden konnte. Im dopaminergen 
System der Hamstermutante wurde eine reduzierte Rezeptorbindung von Dopamin-D1- und 
D2-Rezeptoren im dorsalen Striatum entdeckt (NOBREGA et al. 1996), welche möglicherweise 
auf eine Rezeptor-Downregulation durch erhöhte Dopaminspiegel zurückgehen könnte. 
Darauffolgende Mikrodialyse-Studien zeigten, dass die striatalen Dopaminkonzentrationen in 
Abwesenheit dystoner Attacken normal, jedoch während einer dystonen Episode im Vergleich 
zu Kontrolltieren deutlich erhöht waren (HAMANN and RICHTER 2004). Dies führt zu der 
Annahme, dass die dopaminerge Überaktivität eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie 
dystoner Anfälle im dtsz Hamster spielt und ein sekundärer Effekt der gestörten GABAergen 
Hemmung sein könnte. Letztere äußert sich in einer altersabhängigen Reduktion aller 
Subtypen striataler GABAerger Interneurone (IN); der parvalbumin-positiven (GERNERT et al. 
2000, HAMANN et al. 2007), der calretinin-positiven (HAMANN et al. 2005) und der NOS-
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positiven IN (SANDER et al. 2006). Diese Reduktion der GABAergen IN tritt zur Zeit der 
maximalen Dystonieausprägung, um den 33. Lebenstag der Tiere, auf und normalisiert sich 
nach Remission der Dystonie um den 60. bis 70. Lebenstag wieder (HAMANN et al. 2007). 
Grund für diesen altersabhängigen Neuronenmangel ist vermutlich eine verzögerte Reifung 
der striatalen GABAergen IN in diesem Modell (BODE et al. 2017). Möglicherweise als Folge 
des IN-Mangels im Striatum zeigten 2-Deoxyglucose-Aufnahme-Studien sowie 
Einzelzellableitungen im dorsalen Striatum von Hamstermutanten eine stark erhöhte (+58 %) 
Basalaktivität der Projektionsneurone (RICHTER et al. 1998, GERNERT et al. 1999, GERNERT et 
al. 2000). Signifikant reduzierte Entladungsmuster (-69 %) sowie unregelmäßige Feuerraten 
GABAerger Neurone hingegen konnten im EPN von dtsz Hamstern registriert werden 
(GERNERT et al. 2002). Die Entladungsmuster und -raten in diesen Regionen normalisierten 
sich nach der altersabhängigen Spontanremission der Dystonie (BENNAY et al. 2001). Die 
Relevanz des gestörten Outputs der Basalganglien für die Pathophysiologie von Dystonien 
wird auch dadurch unterstützt, dass Studien zur hochfrequenten DBS des EPN dystone 
Symptome im Hamstermodell signifikant verbesserten (HARNACK et al. 2004). 
 
Weiterhin gibt es Hinweise darauf, dass eine corticostriatale Überaktivität im glutamatergen 
System zu den dystonen Attacken im dtsz Hamster beitragen könnte. So brachten 
Untersuchungen mit Antagonisten ionotroper Glutamatrezeptoren (AMPA und NMDA) 
teilweise stabile antidystone Effekte hervor (RICHTER et al. 1991, RICHTER et al. 1993, SANDER 
and RICHTER 2007, AVCHALUMOV et al. 2014), während autoradiografische Studien eine 
reduzierte AMPA- und NMDA-Rezeptorbindung in verschiedenen Gehirnregionen, wie Teilen 
des Striatums und des Thalamus, zeigten, was als Reaktion auf glutamaterge Überaktivität 
interpretiert werden kann.  Allerdings konnten diese Veränderungen nur während dystoner 
Episoden nachgewiesen werden, nicht jedoch in symptomfreien Phasen der Tiere (NOBREGA 
et al. 1997, NOBREGA et al. 2002). Messungen extrazellulärer Konzentrationen von 
exzitatorischen Neurotransmittern im Striatum der dtsz Mutante ließen keine signifikanten 
Veränderungen erkennen (HAMANN et al. 2008). Elektrophysiologische Untersuchungen an 
corticostriatalen Hirnschnitten von dtsz Hamstern zeigten größere Antwortspektren, eine 
ausgeprägtere „paired-pulse“-Akzentuierung sowie eine stärkere LTP im Vergleich zu 
Kontrolltieren (KÖHLING et al. 2004). Diese verstärkte Erregbarkeit in der corticostriatalen 
Kommunikation, vermittelt durch eine erhöhte präsynaptische 
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Freisetzungswahrscheinlichkeit an den glutamatergen Synapsen, könnte mit dem Defizit 
striataler inhibitorischer IN oder mit einer verringerten kortikalen Hemmung in 
Zusammenhang stehen (KÖHLING et al. 2004, AVCHALUMOV et al. 2013). 
 
2.4.3 Das DYT1 knock-in Mausmodell  
Der zweite Teil dieser Arbeit entstand unter Verwendung des DYT1 knock-in Mausmodells, 
weshalb auch zu diesem Modell detailliertere Ausführungen folgen sollen.  
Wie bereits in Abschnitt 2.1.1 erwähnt, ist die Ursache für die autosomal-dominant vererbte 
DYT1-Dystonie die Deletion eines Basentriplets (ΔGAG) im TOR1A-Gen, was zur Expression 
eines mutierten TorsinA-Proteins führt (OZELIUS et al. 1997). Die Besonderheit dieses DYT1- 
ΔGAG knock-in Mausmodells (DYT1 KI) ist, dass die genannte Mutation ins Gen des Maus-
TorsinAs eingebracht wurde (DANG et al. 2005) und durch den körpereigenen Promotor 
reguliert wird (MARTELLA et al. 2014). Im Gegensatz zu transgenen Mausmodellen, die eine 
Überexpression des humanen TorsinA-Proteins aufweisen und zusätzlich das unveränderte 
Maus-TorsinA exprimieren (SHARMA et al. 2005), hat das DYT1 KI-Modell den Vorteil einer 
höheren „construct validity“, da die Auswirkungen der Genveränderung realistischer 
widergespiegelt werden (RICHTER and RICHTER 2014). Während bei der Zucht der DYT1 KI-
Mäuse die homozygoten Genträger perinatal versterben, entwickeln sich heterozygote Tiere 
normal, wobei sie keinen dystonen Phänotyp zeigen (TANABE et al. 2012).  
Nachdem die erste DYT1 KI-Linie mit gemischtem 129/SvJ x C57BL/6-Hintergrund entwickelt 
wurde (DANG et al. 2005), begann die Charakterisierung dieses Modells hinsichtlich 
pathophysiologischer neuronaler und phänotypischer Veränderungen.   
Untersuchungen zur Neuropathologie zeigten keine offensichtlichen Unterschiede bezüglich 
Größe und Struktur der verschiedenen Hirnbereiche im Vergleich zu gesunden Tieren (DANG 
et al. 2005, GOODCHILD et al. 2005, SONG et al. 2013). Während die Arbeitsgruppe um DANG 
(2005) vermehrt Proteinaggregate aus TorsinA und Ubiquitin in Zellkernen von Neuronen im 
Bereich der Nuclei ponti männlicher heterozygoter DYT1 KI-Mäuse detektierte, konnte die 
Arbeitsgruppe um GOODCHILD (2005) diese Befunde nicht bestätigen. Dafür entdeckte 
letztere das Vorkommen abnormer Vesikel in der Kernmembran von Neuronen verschiedener 
Hirnbereiche bei homozygoten Genträgern.  Im Striatum konnten in DYT1 KI-Tieren 
Unterschiede hinsichtlich Größe und Dichte verschiedener Neuronentypen identifiziert 
werden. So weisen cholinerge IN im dorsolateralen Striatum eine leicht erhöhte Dichte und 
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größere Somata auf als cholinergen IN von Kontrolltieren (SONG et al. 2013). Ebenso sind in 
DYT1 KI-Mäusen die parvalbuminergen IN vergrößert, während die NOS-positven IN kleinere 
Somata zeigen. Striatale Projektionsneurone weisen dünnere Dendriten, geringer ausgeprägte 
Verzweigungen und veränderte synaptische Verbindungen auf (SONG et al. 2013). Auch das 
Cerebellum scheint in die Pathophysiologie des DYT1 KI-Modells involviert zu sein. So ist es im 
DYT1-Modell insgesamt ca. 5 % größer und die dort lokalisierten Purkinjezellen besitzen 
verkürzte Dendriten in verminderter Anzahl sowie weniger Dornfortsätze im Bereich der 
Aufzweigung des Dendritenbaumes (ZHANG et al. 2011, SONG et al. 2014). Die metabolische 
Aktivität ist im Cerebellum wie auch im sensomotorischen Kortex erhöht (ULUG et al. 2011). 
Zellkultur-Untersuchungen ergaben, dass TorsinA sowohl bei DYT1- als auch bei Wildtyp-
Mäusen in den Somata und proximalen Dendriten von Neuronen des Striatums, des 
motorischen Cortex und des Hippocampus lokalisiert war, nicht jedoch in den synaptischen 
Endigungen (KOH et al. 2013). Weiterhin zeigten Zellkultur-Analysen von Neuronen im 
Hippocampus, dass TorsinA einen Einfluss auf die Freisetzung synaptischer Vesikel hat. Daher 
zeigen Neurone heterozygoter DYT1 KI-Mäuse eine vermehrte Exozytose und eine schnellere 
Ausschüttung von Glutamat (KAKAZU et al. 2012a, KAKAZU et al. 2012b).  
In weiteren Arbeiten wurde das DYT1 KI-Modell hinsichtlich elektrophysiologischer 
Besonderheiten untersucht. So wurden in Zellkulturen von hippocampalen Neuronen mittels 
Elektrostimulation eine Depolarisation der Neurone und eine Erhöhung der dendritischen 
Calciumkonzentration provoziert, welche daraufhin wieder auf das Ausgangslevel abfielen 
(IWABUCHI et al. 2013a). Während dabei der Scheitelwert unbeeinflusst blieb, war in 
heterozygoten Mäusen die Abfallphase verlängert. Dies konnte durch einen Antagonisten 
eines ionotropen Glutamatrezeptors aufgehoben werden und so dessen Existenz und Einfluss 
in den Neuronen bestätigen. Außerdem wurde im DYT1 KI-Modell die möglicherweise 
modifizierte Erregbarkeit striataler GABAerger Neurone untersucht (IWABUCHI et al. 2013b). 
Hierbei kam es infolge elektrischer Stimulation zu einem Anstieg des Scheitelwerts der 
Calciumkonzentration in Neuronen von heterozygoten Tieren. In elektrophysiologischen 
Untersuchungen an Hirnschnitten von Mutanten wurde in Projektionsneuronen ein 
unverändertes Ruhemembranpotenzial gemessen (DANG et al. 2012, MARTELLA et al. 2014). 
Weiterhin konnte mittels hochfrequenter Stimulation corticostriataler glutamaterger 
Afferenzen keine LTD im Striatum von DYT1 KI-Mäusen ausgelöst werden, wie es 
normalerweise der Fall wäre. Stattdessen wurde bei diesen Tieren eine Erhöhung der LTP 
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gemessen, während eine synaptische Depotenzierung durch Niedrigfrequenzstimulation nicht 
auslösbar war (MARTELLA et al. 2014). Diese Störungen der synaptischen Plastizität scheinen 
spezifisch für das Striatum zu sein und konnten nicht im Hippocampus nachgewiesen werden 
(MARTELLA et al. 2014). Die Applikation von muskarinergen Acetylcholinrezeptor-
Antagonisten Trihexyphenidyl und Pirenzepin konnte die LTD verbessern während die Gabe 
von Dopamin-1 (D1)- und Dopamin2 (D2)-Rezeptor-Agonisten keinen Effekt zeigte (DANG et 
al. 2012, MARTELLA et al. 2014).  Bei elektrophysiologischen Studien zu cholinergen IN konnte 
kein Unterschied im Ruhemembranpotenzial ermittelt werden.  Jedoch führte die Aktivierung 
des D2-Rezeptors zu einer paradoxen Aktivierung cholinerger Interneurone zusammen mit 
einem Anstieg der intrazellulären Calciumkonzentration. Mittels D2-Rezeptor-Antagonisten 
konnte dieser exzitatorische Vorgang umgekehrt werden und war ausschließlich in 
cholinergen IN zu beobachten (MARTELLA et al. 2014, SCIAMANNA et al. 2014). Auch eine 
Hemmung des metabotropen Glutamatrezeptors 5 konnte den paradoxen Effekt des D2-
Rezeptors über die Aktivierung des Signalwegs der Phosphoinositid-3-Kinase verhindern und 
so die Hypererregbarkeit der striatalen cholinergen IN normalisieren (SCIAMANNA et al. 
2014).  
Bei der Analyse von Neurotransmittern konnte in DYT1 KI-Mäusen mittels 
Mikrodialysestudien ein erhöhter Acetylcholinspiegel festgestellt werden (SCARDUZIO et al. 
2017). Der basale Dopaminspiegel im Striatum war hingegen reduziert (SONG et al. 2012). Im 
Gehirnhomogenat gab es keine Veränderungen im Dopamingehalt, allerdings eine Reduktion 
seines Metaboliten Homovanillinsäure (DANG et al. 2005, SONG et al. 2012). Untersuchungen 
der D1- und D2-Rezeptoren zeigten in der Mutante einen unveränderten mRNA-Gehalt, aber 
eine Reduktion der Proteinexpression und Bindungsfähigkeit (DANG et al. 2012, YOKOI et al. 
2015, ZHANG L. et al. 2015). Die Neurone, die D1- und D2-Rezeptoren exprimieren, waren 
dagegen nicht vermindert (YOKOI et al. 2015).  
Da die Mäuse des DYT1 KI-Modells keinen offensichtlichen Phänotyp entwickeln, wurden 
mögliche motorische oder kognitive Defizite mittels Verhaltenstests untersucht.  So konnte 
gezeigt werden, dass der Zuchthintergrund der Tiere einen starken Einfluss auf die 
Ausprägung einer Symptomatik hat. Während heterozygote Tiere aus dem reinen 129 und 
dem reinen C57BL/6J-Hintergrund keine offensichtlichen motorischen Symptome entwickeln 
(SONG et al. 2012, TANABE et al. 2012), zeigen 6 Monate alte männliche Tiere des 129/SvJ x 
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C57BL/6-Hintergrunds vermehrt Fehler auf dem Balkentest, Abweichungen in der 
Ganganalyse und Hyperaktivität im „open field“. Diese Defizite sind bei drei Monate alten 
männlichen Tieren noch nicht zu beobachten, bei weiblichen Mutanten bleiben sie in beiden 
Altersstufen aus (DANG et al. 2005).  Weiterhin zeigen männliche 129/SvJ x C57BL/6 – Mäuse 
Beeinträchtigungen im Lernen motorischer Fertigkeiten, wie Tests mit dem Rotarod zeigen. 
Denn während sich ein vorheriges Training auf dem Laufband bei Kontrolltieren positiv auf 
den Rotarod-Test auswirkt, bleibt bei den Mutanten der Lerneffekt aus (YOKOI et al. 2015). 
Auch im kognitiven Bereich gibt es bei Tieren des gemischten genetischen Hintergrundes 
leichte Defizite, wie ein verstärktes Angstverhalten in der „elevated plus maze“. Die 
Sensomotorik und die Neigung zu depressivem Verhalten sind unbeeinträchtigt (YOKOI et al. 
2009). Beeinträchtigungen in der sensomotorischen Verschaltung werden allerdings bei 
Mäusen mit reinem C57BL6/J-Hintergrund deutlich (RICHTER et al. 2017). Außerdem liegen 
Defizite im emotionalen Erinnerungsvermögen vor, was mit der erhöhten neuronalen Aktivität 
des zentralen Kerns der Amygdala übereinstimmt (YOKOI et al. 2009).  
Um eine Normalisierung der motorischen Beeinträchtigungen der DYT1 KI-Mäuse 
herbeizuführen, wurden bereits verschiedene pharmakologische Studien in diesem Modell 
durchgeführt. Durch Antagonisierung des muskarinergen Achetylcholinrezeptos 1 mit 
Trihexyphenidyl konnte beispielsweise die Fehlerrate beim Balkentest vermindert werden 
(DANG et al. 2012). Außerdem führte dieser Antagonist zur Normalisierung von gleichzeitigen 
Kontraktionen antagonistischer Muskelgruppen im Elektromyogramm (DEANDRADE et al. 
2016). Bei weiteren Tests pharmakologischer Substanzen im DYT1 KI-Modell blieben die 
erwünschten Effekte aus. So führten weder der D2-Rezeptor-Agonist Quinpirol noch der 
Dopamintransporter GBR12909 oder Scopolamin, ein Antagonist am muskarinergen 
Acetylcholinrezeptor, zu Änderungen des Verhaltens (TANABE et al. 2012). Auch Haloperidol 
als Antagonist an dopaminergen Rezeptoren oder Amphetamin, das die Ausschüttung von 
Dopamin begünstigt, riefen keine Unterschiede zwischen Wildtypen und Mutante in Verhalten 
oder Bewegung hervor (SONG et al. 2012). 
 
2.5 Der metabotrope Glutamatrezeptor 5 (mGluR5) 
Metabotrope Glutamatrezeptoren (mGluR) gehören zur Familie C der G-Protein-gekoppelten 
Rezeptoren und sind maßgeblich an der Modulation der synaptischen Übertragung und der 
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neuronalen Erregbarkeit im gesamten ZNS beteiligt. Als Membranrezeptoren binden sie 
Glutamat, den häufigsten exzitatorischen Neurotransmitter im ZNS, mit ihrer großen 
extrazellulären Domäne und übertragen Signale durch ein Rezeptorprotein zu intrazellulären 
Signalpartnern (NISWENDER and CONN 2010). Hinsichtlich ihrer Lokalisation und der nach der 
Aktivierung folgenden Signalkaskaden werden die acht bekannten mGluR in drei Gruppen 
eingeteilt. Im Allgemeinen sind die Gruppe-I-mGluR, zu denen der mGluR1 sowie der mGluR5 
gehören, vor allem postsynaptisch lokalisiert, wo ihre Aktivierung zu Zelldepolarisation und 
gesteigerter neuronaler Erregung führt (CONN and PIN 1997, ANWYL 1999, CONN et al. 2005). 
Zur Gruppe II gehören der mGluR2 und der mGluR3, die wie die Rezeptoren der Gruppe III 
(mGluR4, 6, 7 und 8) vor allem präsynaptisch lokalisiert sind. Sie verhindern die Ausschüttung 
von Neurotransmittern an exzitatorischen, inhibitorischen und neuromodulatorischen 
Synapsen (NISWENDER and CONN 2010). Allerdings sind die physiologischen Funktionen der 
mGluR an die jeweilige Nervenzellpopulation, in der sie vorkommen, angepasst, weshalb es 
zu vielen Ausnahmen und Abweichungen der für die jeweilige mGluR-Gruppe typischen 
Funktionen kommt.   
 
2.5.1 Aufbau, Funktion und Vorkommen des mGluR5 
Der mGluR5 als G-Protein-gekoppelter Rezeptor kann von extrazellulären Liganden aktiviert 
werden und das Signal mithilfe von G-Proteinen intrazellulär weiterleiten. Wie in Abb. 5A 
dargestellt, befindet sich die Liganden-Bindungsstelle für Glutamat in der großen 
extrazellulären N-terminalen Domäne des mGluR5, die als Venus Flytrap Domain (VFD) 
bezeichnet wird (PIN et al. 2003). Die VFD besteht aus zwei Segmenten, in deren Mitte ein 
Spalt für die Bindung des Glutamats besteht. Da mGluR als konstitutive Dimere vorliegen, 
kommt es zur Dimerisierung zweier VFD, was bei Ligandenbindung zu einer starken 
Konformationsänderung führt (JINGAMI et al. 2003). VFD-Dimere können in drei Stadien 
vorliegen: offen-offen, offen-geschlossen und geschlossen-geschlossen. Ersteres Stadium 
repräsentiert die inaktive Konformation, bei der kein Glutamat gebunden ist und die durch 
Antagonisten stabilisiert wird. Die anderen beiden Stadien werden durch Bindung eines 
(offen-geschlossen) oder zweier (geschlossen-geschlossen) Glutamatmoleküle initiiert. Die 
durch Ligandenbindung ausgelöste Konformationsänderung wird von der VFD auf die Cystein-
Rich-Domains (CRDs) übertragen. Diese enthalten neun Cysteinreste, von denen acht über 
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Disulfidbrücken verbunden sind (MUTO et al. 2007). Die Übertragung der 
Konformationsänderung erfolgt über die Ausbildung einer weiteren Disulfidbrücke zwischen 
dem neunten Cystein-Rest und einem Cystein der VFD (RONDARD et al. 2006). Von den CRDs 
wird die Konformationsänderung auf die heptahelikale Domäne (HD) übertragen. Diese sieben 
Aminosäureketten in α-Helix-Struktur durchspannen die Zellemembran, weshalb sie auch 
Transmembrandomäne genannt wird. Hier binden die meisten allosterischen Modulatoren 
des mGluR5, die die Wirkung des Glutamats positiv oder negativ beeinflussen können. Über 
den sich anschließenden Carboxy (C)-Terminus wird letztlich das G-Protein moduliert. Der C-
Terminus wird durch alternatives Spleißen reguliert, sodass der mGluR5 in zwei Splicing-
Varianten, als mGluR5a und mGluR5b, vorliegt (MINAKAMI et al. 1994, JOLY et al. 1995).  
Die weitere Signalkaskade des mGluR5 wird über ein Gq-Protein reguliert, welches nach seiner 
Spaltung die Aktivierung der Phospholipase C initiiert (Abb. 5B). Diese führt intrazellulär zur 
vermehrten Bildung von Inositol-Triphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) aus 
Phosphoinositiden. Über IP3-Rezeptoren kommt es folglich zu einer Freisetzung von 
Calciumionen aus dem endoplasmatischen Retikulum (ER), während DAG hauptsächlich die 
Proteinkinase C aktiviert (PIN and DUVOISIN 1995). Anschließend ist die Aktivierung einer 
Abb. 5: Schema eines mGluR5-Dimers im geschlossen-offenen Zustand (A) und im geschlossen-
geschlossenen Zustand mit anschließender Signalkaskade über ein gekoppeltes Gq-Protein (B): 
weitere Erläuterungen im Text (2.5.1.); Ca2+: Calciumionen; DAG: Diacylglycerol; ER: endoplasmatisches 
Retikulum; IP3: Inositoltriphosphat; IP3R: Inositoltriphosphat-Rezeptor; PKC: Proteinkinase C; PLC: 
Phospholipase C; 
modifiziert nach Niswender and Conn, 2010 
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Reihe von Effektoren möglich. Über diesen Reaktionsweg erfüllen Gruppe-I-mGluR, 
insbesondere der mGluR5, wichtige Funktionen, die Auswirkungen auf den gesamten 
Organismus haben. So ist er nicht nur an kognitiven Prozessen wie Lernen und Gedächtnis, 
sondern auch an der Entstehung von Abhängigkeiten (CHIAMULERA et al. 2001) und Fettsucht 
(BRADBURY et al. 2005) sowie der Steuerung von Bewegungen beteiligt (YAMAMOTO and 
SOGHOMONIAN 2009). Weiterhin ist eine der wichtigsten Funktionen des mGluR5 die 
Beteiligung an der synaptischen Plastizität, der LTD und LTP, womit neuronale Anpassungen 
an langanhaltende äußere Reize möglich sind (ANWYL 2009, NISWENDER and CONN 2010).  
Die besondere Relevanz der Gruppe-I-mGluR liegt nicht nur in der weiten Verteilung der 
Rezeptoren über das gesamte ZNS begründet (NISWENDER and CONN 2010), sondern auch in 
der Expression in verschiedensten Neuronentypen eines Kerngebietes. So zeigten 
immunhistochemische Untersuchungen zur Lokalisation des mGluR5 im Striatum, dass sowohl 
die Mehrheit der Projektionsneurone (60-70 % der striatonigralen und striatopallidalen 
Projektionsneurone) als auch ein großer Teil der IN (78 % der parvalbuminergen, 65 % der 
Cholin-Acetyltransferase exprimierenden und 55 % der Somatostatin-exprimierenden IN) 
positiv für eine Markierung mit anti-mGluR5-Antikörper waren (TALLAKSEN-GREENE et al. 
1998). Eine weitere Besonderheit des mGluR5 ist sein Vorkommen in verschiedenen 
Sublokalisationen einer und derselben Nervenzelle. Obwohl G-Protein-gekoppelte Rezeptoren 
normalerweise auf der Zelloberfläche lokalisiert sind, um Signale von extrazellulär ins 
Zytoplasma zu übertragen, wird der mGluR5 auch an intrazellulären Membranen wie dem ER, 
vor allem aber an der äußeren und inneren Kernmembran, exprimiert (SERGIN et al. 2017). So 
zeigt die Untersuchung von SERGIN et al. (2017), dass sogar 60-90 % der mGlu5-Rezeptoren 
auf der inneren Kernmembran lokalisiert und dort fest mit dem Chromatin des Zellkernes 
verankert sind. Die genaue Funktion der Rezeptoren in dieser Lokalisation ist allerdings noch 
ungeklärt.  
2.5.2 Therapeutisches Potenzial des mGluR5 
Die große Streuung der Expression des mGluR5 und die Lokalisation in verschiedenen 
Neuronentypen bieten zahlreiche Möglichkeiten für neue Therapieansätze bei 
psychiatrischen und neurologischen Erkrankungen (NISWENDER and CONN 2010). Bisher gibt 
es unter anderem Studien zur Behandlung von Depressionen (PILC et al. 2008), 
Angststörungen (SWANSON et al. 2005), Schizophrenie (MOGHADDAM 2004), Schmerz-
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Syndromen (BLEAKMAN et al. 2006), Epilepsie (ALEXANDER and GODWIN 2006), Alzheimer 
(LEE et al. 2004) und Parkinson (CONN et al. 2005) mittels Substanzen, die am mGluR5 
angreifen. So wirken beispielsweise selektive negative allosterische Modulatoren (NAM) wie 
MPEP (2-methyl-6-(2-phenylethynyl)-Pyridin) oder Fenobam angstlösend (PECKNOLD et al. 
1982, PORTER et al. 2005),  indem sie die Hyperaktivität der glutamatergen Übertragung 
dämpfen. Selektive NAM sind weiterhin wichtige Kandidaten zur Behandlung des Fragile-X-
Syndroms (BEAR et al. 2004, YAN et al. 2005), der bekanntesten erblichen Form geistiger 
Behinderung und einer der Hauptursachen für Autismus (GARBER et al. 2008). Positive 
allosterische Modulatoren (PAM) hingegen haben das Potenzial über ihre Wirkung am mGluR5 
kognitive Funktionen zu verbessern und Krankheiten wie Schizophrenie zu lindern 
(MOGHADDAM 2004, DARRAH et al. 2008). 
Auch in der Therapie neuronal bedingter Bewegungsstörungen ist der mGluR5 als Zielstruktur 
von Bedeutung. Besonders vielversprechend sind mGluR5-NAM zur Behandlung der 
Levodopa-induzierten Dyskinesie (LID), einer schweren Nebenwirkung in der Parkinson-
Therapie, die sich als hyperkinetische Bewegungsstörung mit abnormalen, unwillkürlichen 
Muskelbewegungen äußert (SEBASTIANUTTO and CENCI 2018) und die nach einigen Jahren 
bis zu 80 % aller mit L-Dopa therapierten Parkinson-Patienten betrifft (FABBRINI et al. 2007). 
In verschiedenen Nager- und Primaten-Modellen zur LID zeigten NAM des mGluR5 wie MPEP 
(MORIN et al. 2010, MORIN et al. 2013a, MORIN et al. 2013b), Fenobam (RYLANDER et al. 
2010, KO et al. 2014), Mavoglurant (GREGOIRE et al. 2011) und Dipraglurant (BEZARD et al. 
2014) positive Wirkungen, indem sie die auftretenden Dyskinesien abschwächten, die 
Wirkung des L-Dopa dabei aber nicht negativ beeinflussten (LITIM et al. 2017). Auf Grund 
dieser durchweg positiven Ergebnisse wurden die Modulatoren Mavoglurant und 
Dipraglurant auch in klinischen Studien am Menschen auf ihre Wirkung gegen LID getestet. 
Während Mavoglurant wegen mangelnder Wirksamkeit in zwei von drei Studien der Phase II 
versagte (RASCOL et al. 2014, TRENKWALDER et al. 2016), zeigte Dipraglurant in Phase II-
Studien in Parkinson-Patienten mit LID eine gute Verträglichkeit und Sicherheit. Außerdem 
schwächte es die Schwere zweier Hauptsymptome der LID, Dystonie und Chorea, deutlich ab 
(TISON et al. 2016) und wird derzeit in weiterführenden Studien untersucht.  
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2.6 Fragestellung der vorliegenden Arbeit 
Um die Kenntnisse zur Pathophysiologie von Dystonien und damit einhergehend das 
Spektrum an therapeutischen Möglichkeiten zu erweitern, ist es wichtig, neue Zielstrukturen 
als Ansatzpunkte für Pharmaka in den betroffenen Gehirnbereichen zu identifizieren. 
Vorteilhaft für die Entwicklung neuer Pharmaka ist die Aufdeckung von gemeinsamen 
Veränderungen bei verschiedenen Dystonieformen, sodass jeweilige Untersuchungen 
bevorzugt in verschiedenen Tiermodellen durchgeführt werden sollten.  
Als eine mögliche Zielstruktur habe ich in meiner Arbeit den metabotropen Glutamatrezeptor 
5 (mGluR5) untersucht. Verschiedene Tiermodelle der Dystonie unterstützen die Hypothese, 
dass Veränderungen in der striatalen Plastizität einen wichtigen Faktor in der 
Pathophysiologie von Dystonien darstellen (PETERSON et al. 2010, RICHTER and RICHTER 
2014). Da der mGluR5 im Striatum stark exprimiert wird und außerdem maßgeblich in die 
synaptische Plastizität involviert ist, somit an der Regulation der LTD und LTP an 
corticostriatalen Synapsen beteiligt ist (ANWYL 2009), hat er als therapeutisches Target für 
Erkrankungen mit Ursprung in den Basalganglien Interesse geweckt. In verschiedenen 
Untersuchungen zur LID, die oftmals mit dystonen Symptomen einhergeht, konnten negative 
allosterische Modulatoren (NAM) des mGluR5, wie Fenobam, die Symptomatik deutlich 
verbessern (RYLANDER et al. 2010, RASCOL et al. 2014, BASTIDE et al. 2015, LITIM et al. 2017).  
Im ersten Teil meiner Arbeit habe ich pharmakologische Untersuchungen und 
Expressionsanalysen zum mGluR5 im dtsz Hamstermodell durchgeführt. Als eines der wenigen 
phänotypischen Tiermodelle der Dystonie ist der dtsz Hamster mit seiner zuverlässig durch 
milden Stress induzierbaren Abfolge abnormer Bewegungen sehr gut für präklinische Studien 
geeignet (JINNAH et al. 2008, RICHTER and RICHTER 2014). Da der selektive und potente NAM 
Fenobam (PORTER et al. 2005) in Tiermodellen zur LID antidystone Wirkungen zeigte (siehe 
erster Absatz), wurde die Wirkung dieser Substanz auf die Dystonie zunächst in drei 
verschiedenen Dosierungen (20, 30 und 50 mg/kg, intraperitoneal, i.p.) im dtsz Modell auf eine 
angenommene antidystone Wirksamkeit getestet. In weiteren Versuchen wurde der positive 
allosterische Modulator (PAM) CDPPB (USLANER et al. 2009) auf eine mögliche prodystone 
Wirkung in zwei Dosierungen (10 und 20 mg/kg, i.p.) in den Hamstermutanten untersucht. In 
weiteren Versuchsgruppen erfolgten die Untersuchungen zur Expression des mGluR5 im 
Striatum und Cortex der dtsz Hamster im Vergleich zu nicht-dystonen Kontrolltieren mittels 
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Immunhistochemie (IHC) sowie quantitativer Echtzeit-PCR (RT qPCR) zur Verifizierung der 
mRNA. Abschließend wurde die Expression des mGluR5-Proteins in beiden Genotypen und 
Gehirnregionen mittels Western Blot (WB) analysiert. 
Auch im DYT1 KI-Mausmodell wurde in vorangegangen (ex vivo) Untersuchungen bereits 
festgestellt, dass der mGluR5 an der veränderten synaptischen Plastizität beteiligt sein könnte 
(SCIAMANNA et al. 2014), weshalb der Rezeptor im zweiten Teil meiner Arbeit Gegenstand zu 
Untersuchungen im DYT1 KI-Modell wurde. Zunächst wurde, analog zu den 
Expressionsanalysen im dtsz-Hamster, die Dichte und Verteilung des mGluR5 im Striatum und 
Cortex von DYT1-KI und Wildtyp-Mäusen mittels IHC, RT qPCR und WB untersucht. Um zu 
überprüfen, ob die veränderte Expression des mGluR5 Auswirkungen auf das Verhalten hat, 
wurden anschließend pharmakologische Untersuchungen mit dem PAM CDPPB in drei 
Dosierungen (10, 20 und 30 mg/kg, i.p.) durchgeführt, dessen Applikation in dtsz Hamstern zu 
abnormen, dyskinetischen Bewegungen führte. Zusätzlich zu möglichen Abnormalitäten in 
den Bewegungen und Körperhaltungen wurde auch die lokomotorische Aktivität der DYT1 KI- 
und Wildtyp-Mäuse aufgezeichnet und analysiert.  
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A B S T R A C T
The metabotropic glutamate 5 (mGlu5) receptor has been suggested as therapeutic target for L-Dopa-induced
dyskinesia which is often associated with dystonic symptoms. Therefore, we investigated the acute effects of the
non-competitive mGlu5 receptor antagonist fenobam as well as the positive modulator 3-cyano-N-(1,3-diphenyl-
1H-pyrazol-5-yl)benzamide (CDPPB) on the severity of inherited dystonia in the mutant dtsz hamster, a phe-
notypic model with age-dependent episodes of dystonia. Fenobam did not exert significant antidystonic effects
(20-50mg/kg intraperinoneal, i.p.). CDPPB (10, 20mg/kg i.p.) which was expected to worsen dystonia also
failed to show any effects on the severity of dystonia. Interestingly, CDPPB caused axial dyskinesia in addition to
the dystonic symptoms in mutant hamsters. This adverse effect could not be observed in non-dystonic control
hamsters, indicating possible changes in the expression of mGlu5 receptors in dystonic hamsters. The mGlu5
receptor mRNA did not differ between the dtsz mutant and control hamsters, while immunohistochemical studies
indicated that the mGlu5 receptor expression was about 35% higher in striatum and cortex of mutant hamsters at
the age of high dystonia severity scores, notably not after spontaneous remission of dystonia, compared to age-
matched controls. This difference in mGlu5 receptor protein may be due to altered protein conformation instead
of protein level, as western blots revealed similar amounts of monomeric and dimeric protein in mutant hamsters
versus control. Thus, the present data do not provide clear evidence for an important role of the mGlu5 receptor
in the pathophysiology and as a therapeutic target for types of inherited dystonia.
1. Introduction
Inherited dystonia is a movement disorder which is characterized by
sustained or intermittent muscle contractions causing abnormal
movements and postures. Drug treatment is often not suffiently effec-
tive and the devolpment of new therapeutics, a main goal of research in
dystonia, is hampered by the limited knowledge on the pathophy-
siology (Albanese et al., 2013).
Data from animal models supported the hypothesis that aberrant
striatal plasticity is a key factor in pathophysiology of dystonia
(Peterson et al., 2010; Richter and Richter, 2014). The metabotropic
glutamate 5 (mGlu5) receptor, a group I mGlu receptor, is highly ex-
pressed in the striatum and critically involved in synaptic plasticity
with consequences on long-term potentiation (LTP) and long-term de-
pression at corticostriatal synapses (Anwyl, 2009). Therefore, the
mGlu5 receptor is of particular interest as a therapeutic target for
treatment of basal ganglia disorders. In line with increased striatal
mGlu5 receptor binding (Ouattara et al., 2011), negative allosteric
mGlu5 receptor modulators such as fenobam improved L-Dopa-induced
dyskinesias (LID) which often include dystonic symptoms (Bastide
et al., 2015; Litim et al., 2017; Rascol et al., 2014; Rylander et al.,
2010).
As in LID, there is evidence for striatal LTP changes and for gluta-
matergic alterations in animal models of inherited dystonia
(Avchalumov et al., 2014; Köhling et al., 2004; Sciamanna et al., 2014).
Ex vivo experiments have shown that mGlu5 receptor blockade is ef-
fective to counteract hyperexcitability of striatal cholinergic inter-
neurons in DYT1 mouse models, thus supporting a therapeutic potential
of mGlu5 receptor inhibitors in hereditary dystonia (Sciamanna et al.,
2014). However, essential in vivo testing of drug effects on the severity
of dystonia is not possible in these mouse models because of the lack of
dystonic symptoms. In contrast, the mutant dtsz hamster, one of the few
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phenotypic models of dystonia, represents an established model for
preclinical studies (Jinnah et al., 2008; Richter and Richter, 2014).
In dtsz hamsters which exhibit dystonic episodes, previous studies
have shown acute antidystonic efficacy of ionotropic glutamate re-
ceptor antagonists (Avchalumov et al., 2014; Richter et al., 1993;
Richter and Löscher, 1997). The role of abnormal mGlu receptor ex-
pression has not yet been examined in mutant hamsters or other animal
models of inherited dystonia, but there is evidence for increased striatal
glutamatergic activity contributing to enhanced corticostriatal activity
and striatal output in the dtsz mutant (Avchalumov et al., 2014; Gernert
et al., 1999; Köhling et al., 2004; Nobrega et al., 2002). mGlu5 receptors
are enriched in striatal spiny projection (output) neurons and are
known to potentiate ionotropic glutamate receptors (Rosenbrock et al.,
2010). Therefore, we examined whether acute treatment with fenobam
(N-(3-chlorophenyl)-N′-(4,5-dihydro-1-methyl-4-oxo-1H-imidazole-2-
yl)urea), a selective and potent non-competitive mGlu5 receptor an-
tagonist (Porter et al., 2005), reduces the severity of dystonia. Fur-
thermore, we tested whether CDPPB ((3-cyano-N-(1,3-diphenyl-1H-
pyrazol-5-yl)benzamide) as a positive allosteric mGlu5 receptor mod-
ulator (Uslaner et al., 2009) aggravates dystonia. In addition, the ex-
pression of mGlu5 receptors was examined in the cortex and striatum of
mutant hamsters in comparison with non-dystonic control hamsters.
2. Material and methods
2.1. Animals
The experiments were carried out in groups of female and male dtsz
mutant hamsters (inbred line) and non-dystonic control hamsters
(Mesocricetus auratus auratus), obtained by selective breeding as de-
scribed previously (Richter and Löscher, 1998). The animals were born
and kept under the same controlled environmental conditions (14 h
light/10 h dark cycle, 23 °C ± 2 °C, relative humidity of about 50%)
and had free access to water and food (Altromin standard diet). All
efforts were made to minimize animal suffering and to reduce the
number of animals used by performing a power analysis to determine
the sample size (Sigma Plot 12.5). Animal care was provided in ac-
cordance with the guidelines of the EU Directive 2012/63/EU and the
German Animal Welfare Agency. The present experiments were ap-
proved by the Ethics Committee of the University of Leipzig under
protocol number TVV04/16.
2.2. Induction of dystonic episodes and severity-score of dystonia
In dtsz hamsters, dystonic episodes can be reproducibly induced by
stressful triple stimulation (Richter and Löscher, 1998; Richter, 2005),
consisting of (1) taking the animal from its home cage and placing it on
a scale, (2) intraperitoneal (i.p.) injections (saline, vehicle or drugs),
and (3) placement of the animal in a new plastic cage. Thereafter, dtsz
hamsters develop a constant sequence of abnormal movements and
postures, allowing staging by an established score-system, i.e.: stage 1,
flat body posture; stage 2, facial contortions, rearing with forelimbs
crossing, disturbed gait with hyperextended forepaws; stage 3, hyper-
extended hindlimbs; stage 4, twisting movements and loss of balance;
stage 5, hindlimbs hyperextended caudally; stage 6, immobilization in a
twisted, hunched posture with hind- and forelimbs tonically extended
forward. The individual maximum stage of dystonia is usually reached
within 3 h; thereafter hamsters recover within 2–5 h (Richter and
Löscher, 1998).
Paroxysmal dystonia in the dtsz mutant is age-dependent with
highest severity at an age of 30–42 days. Thereafter, the severity de-
clines until complete remission of dystonic episodes at an age of about
10 weeks (Richter and Löscher, 1993). All animals were examined for
the presence of dystonia after weaning at the age of 21 days. For
pharmacological examinations, mutant hamsters were challenged every
2–3 days by the triple stimulation procedure (with injections of 5ml/kg
saline) until they exhibited constant and reproducible individual se-
verity scores and latencies to the different stages. In mutant and control
hamsters, used for immunhistochemical studies and qPCR, inductions
of dystonic episodes were restricted to day 21 and 31 of life. Thereby,
all dtsz mutant hamsters were confirmed to exhibit dystonia with a se-
verity score of 3–6.
2.3. Pharmacological examinations
The effects of the mGlu5 receptor antagonist fenobam (Abcam,
Cambridge, UK) and of the allosteric positive mGlu5 receptor modulator
CDPPB (Abcam, Cambridge, UK) were examined in groups of 8–10 dtsz
hamsters at an age between 35 and 42 days, when the animals exhibit
high severity scores. Prior to the experiments, fenobam (administered
i.p. at doses of 20, 30 and 50mg/kg) was freshly dissolved in 5% di-
methyl sulfoxide (DMSO) and 95% polyethylenglycol 300 (Sigma-
Aldrich, Schnelldorf, Germany). CDPPB, tested at doses of 10 and 20mg
i.p., was suspended in 5% DMSO/10% 2-hydroxypropyl-β-cyclodextrin
(Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Germany). The doses were chosen on the
basis of previously described experiments in rodents (e.g., Rylander
et al., 2010; Uslaner et al., 2009). Each group was used for one to two
doses. In cases of repeated testing of drugs, the drug-free interval was
4–5 days.
Each animal served as its own vehicle control. Dystonic attacks were
induced by the procedure of triple stimulation, as described above,
including i.p. injections of vehicle (pre and post drug controls) or of the
active compound. The injection volume was 5ml/kg. Pre- and post-
drug control trials with vehicle were undertaken 2-3 days before and 2-
3 days after drug testing in the same animals. Since the individual
maximum stage of dystonia is usually reached within 3 h, the hamsters
were observed for 3 h after triple stimulation. During this period, the
severity of dystonia, the latencies to the different stages and the side
effects were noted by an investigator who was unaware of the treatment
regimen. All control and drug trials were performed between 9 a.m. and
1 p.m.
2.4. Immunohistochemistry (IHC)
Immunohistochemistry and immunofluorescence intensity analyses
were performed as described previously (e.g. Bode et al., 2017; Hamann
et al., 2017). Briefly, groups of hamsters were killed at the age of 38
days (7 dtsz and 7 control) or at an age of 3 months (4 dtsz and 4 control)
by an overdose of pentobarbital (100mg/kg i.p.) and perfused trans-
cardially with 0.1 M phosphate buffered saline (PBS) supplemented
with 20 units of heparin/ml. For fixation, a perfusion with 4% of par-
aformaldehyde-PBS solution (PFA) followed. Brains were removed,
post-fixed in 4% PFA for a 1 h, cryoprotected in PBS-sucrose and stored
at –80 °C before cryostat sectioning. Three free-floating coronal sections
(40 μm), including the rostral, medial and caudal striatum as well the
motor cortex of each animal, were used for mGlu5 receptor labeling.
Sections were washed in 50mM tris buffer solution (TBS) followed by
1 h in blocking solution (50mM TBS, 10% normal donkey serum (NDS)
and 0.5% TritonX) at room temperature (RT). Thereafter, primary an-
tibody rabbit anti-mGlu5 receptor (AB5675, EMD Milipore, CA, USA)
was applied in a dilution of 1:250 in 50 mM TBS, 2% NDS and 0.5%
TritonX and incubated for 48 h (1 h at RT, 47 h at 4 °C). Then, slides
were washed again in TBS before incubation in the 1:500 solution with
the secondary antibody donkey anti-rabbit IgG (H+ L)-Alexa Fluor 594
(Jackson Immuno Research, Suffolk, UK) in 50 mM TBS, 2% NDS and
0.5% Triton X for 90 min. After a last washing process with TBS, slices
were mounted on glass slides and coverslipped with VectaShield H-
1000 (Vector Laboratories, CA, USA). Slides were stored at 4 °C and
protected from light.
For examination of expression and distribution of mGlu5 receptors,
we utilized a Zeiss Axioskop microscope and the Retiga 2000R CLR-12
digital camera to visualize the striatum and motor cortex. Both
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hemispheres of each of the 3 striatal slices per animal were divided into
4 subregions (dorsomedial, dorsolateral, ventromedial and ven-
trolateral) as done in earlier investigations in the dtsz hamster (e.g.,
Gernert et al., 2000). From the center of each striatal subregion and
from layer V of the motor cortex an image was acquired using the 40x
objective. Image acquisition parameters were kept constant between
animals and regions. Analysis of the images was done with the software
Image J (NIH, USA), measuring the mean pixel fluorescence intensity of
each region. Values between left and right hemisphere or from the
rostral to the caudal striatum did not differ and were averaged for
further analysis. All analyses were undertaken by an investigator who
was unaware of the genotype of the animals.
2.5. Quantitative real-time PCR (qPCR)
For mRNA isolation, 100 μm horizontal slices of 7 dtsz hamsters (33
days old) and 7 age-matched control animals were cut by cryostat at
-18 °C. The striatum and cortex were microdissected under a binocular
microscope in ice-cold PBS. Tissue specimens were immediately frozen
in liquid nitrogen. Following the manufacture instructions of the
RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen, CA, USA), total RNA was isolated.
Integrity and purity of the RNA was verified with the Qubit 4 fluo-
rometer (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, MA, USA) and RNA
contents were measured by a nanophotometer (P360, Implen,
München, Germany). With the Takara Clontech 5X Primescript RT
Master Mix (Takara Bio USA, Inc.), first-strand cDNA was prepared,
considering the kits’ attached protocol. Real time qPCR was performed
with the TaqMan®Universal PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA) by using a total volume of 5 μl. Amplification was
executed by a PikoReal 96 Real-Time PCR system (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA) and data were analysed using the PikoReal
Software 2.1. (Thermo Fisher Scientific). The following TaqMan Gene
Expression Assays were used: mGlu5 receptor (Cg04456877_m1), Hprt
(Mm015455399_m1), Gapdh (HS99999915_g1), S18 (Hs99999901_s1),
Ppia (Mm02342429_g1). For defining the relative mRNA expression,
the reference genes Gapdh, Hprt, S18 and Ppia were taken as bench-
marks for average expression stability calculated in geNorm.
2.6. Western blotting
Tissue samples from striatum and cortex of non-dystonic control
hamsters and mutant hamsters were homogenized in ice cold lysis
buffer (50mM Tris-HCl, pH 8, 150mM NaCl, 0.5% (w/v) sodium
deoxycholate (DOC), and 0.5% (w/v) Triton X-100) supplemented with
protease inhibitors (Roche, Mannheim, Germany). Homogenates were
cleared by centrifugation for 15min at 4 °C and maximum speed.
Supernatants were collected and protein concentration was determined
by the Pierce BCA Protein Assay kit (Thermo Fisher Scientific, Bonn,
Germany). Samples were mixed with non-reducing sample buffer for
electrophoresis. Equal amounts of protein (25 μg) were separated by
10% SDS-PAGE and transferred to polyvinylidene difluoride (PVDF)
membranes. Membranes were blocked in 5% nonfat milk and incubated
with rabbit anti-mGlu5 receptor (1:2000, #AB5675, Millipore,
Darmstadt, Germany) and rabbit anti-actin (1:4000, #A2066, Sigma-
Aldrich, Munich, Germany) primary antibodies for 1 h at RT in PBS
with 0.05% tween (PBST). Membranes were washed in PBST and in-
cubated with a horseradish peroxidase-conjugated goat anti-rabbit
secondary antibody (1:1000, #P0448, Dako, Hamburg, Germany) in
PBST for 1 h at RT. Membranes were washed and developed by ECL
detection using SuperSignal West Femto Chemiluminescent substrate
(Thermo Fisher Scientific). Images were acquired using a digital camera
(ChemiDoc XRS system, BioRad, Hercules California, USA), densito-
metric quantification of bands was performed using ImageLab version
6.0.1 (BioRad).
2.7. Statistical analysis
All statistical analyses were done with the software SigmaPlot
(Systat, Chicago, IL, USA). The significance of differences in severity of
dystonia between control trials (pre- and post-drug) and drug trial in
the same group of animals was calculated by non-parametric repeated
measures analysis of variance (ANOVA, Friedman test). If there was a
significant difference (P < 0.05), the Wilcoxon signed rank test for
paired replicates was used post hoc. The latency to the onset of dystonia
(latency to occurrence of unequivocal dystonic symptoms, stage 2)
between drug and control trials was analysed with a mixed-design 2
Way repeated-measures ANOVA for parametric data and Holm-Sidak
post hoc. For comparisons of the fluorescence intensities and western
blot data two way ANOVA (repeated measure for comparison of
striatum versus cortex), followed by Holm-Sidak test, was performed.
Ratios of monomeric to dimeric protein were compared using Mann
Whitney U test. Relative gene expression data (Shapiro-Wilk test
P < 0.05) was analysed with Mann Whitney U test (for non-parametric
data) on raw expression values and presented normalized to mean of
control animals to visualize the fold change. The null hypothesis was
rejected at P < 0.05.
3. Results
3.1. Pharmacological effects
The mGlu5 receptor antagonist fenobam failed to exert antidystonic
effects at all tested doses (20, 30 and 50mg/kg i.p.). As shown in Fig. 1,
the severity of dystonia did not significantly differ in comparison with
pre- and post-drug vehicle controls over the observation period of 3 h.
The latency to onset of dystonia was not influenced by fenobam (not
illustrated). Fenobam did not exert unequivocal adverse effects, but the
animals showed a moderate reduction of spontaneous activity10-
30min after injections.
The positive allosteric mGlu5 receptor modulator CDPPB had no
effects on the severity of dystonia (Fig. 2) or on the latency of onset of
dystonia (not illustrated) at the tested doses of 10 and 20mg/kg i.p.
However, both doses caused lateral distortion of the trunk which re-
sembled axial abnormal involuntary movements in the rat model of L-
Dopa-induced dyskinesia (Sander et al., 2012). These distortions, which
started about 5min after administration and lasted for 30-60min, do
not belong to the typical signs of dystonic attacks in the dtsz mutant. The
common sequence and the typical sequence of dystonic movements
were unchanged after CDPPB injections, allowing to rate the severity
stages by the established score system. In order to examine whether the
lateral distortions are genotype-dependent, CDPPB was administered to
5 non-dystonic control hamsters (data not shown). Control hamsters did
not exhibit lateral distortions at the doses of 10 and 20mg/kg CDPPB.
3.2. Expression of mGlu5 receptors
In order to examine whether there is a genotype-specific difference
in the density of mGlu5 receptors, brain slices of 38 day old dt
sz mutant
hamsters, i.e. at an age of maximum severity of dystonia, in comparison
to age-matched control hamsters were investigated by IHC. The mGlu5
receptor showed a widespread expression in brains of both groups of
hamsters. As expected there was no labelling in the corpus callosum
(Fig. 3), but in the striatum, illustrating specific binding to mGlu5 re-
ceptors (Fig. 3A). In line with previous descriptions (Sergin et al.,
2017), mGlu5 receptors were distributed at cell surfaces, neuronal
processes and inner nuclear membrane (Fig. 3B and C).
Fluorescence intensity analysis, focused on the striatum and motor
cortex, showed a higher mGlu5 receptor density in the striatum than in
the cortex regardless of the genotype and age (Fig. 4: F(1/12)= 94,
Fig. 5: F(1/6)= 24; P < 0.05). Notably, a significantly higher density
of mGlu5 receptors (F(1/12)= 118, P < 0.01) became evident in the
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striatum, including all investigated subregions (dorsomedial, dorso-
lateral, ventromedial, ventrolateral), and in the cortex of 38 days old
dtsz mutant hamsters in comparison to age-matched control animals
(Fig. 4). As dystonia in mutant hamsters disappears at about 70 days of
age, we examined if higher mGlu5 receptor labelling is still present in 3
months old dtsz mutant hamsters. Interestingly, the striatal and cortical
mGlu5 receptor expression reached comparable levels in dt
sz and con-
trol hamsters at an age of about 90 days (Fig. 5). There was a significant
interaction between age and genotype for each region (striatum, F(1/
18)= 37, P < 0.001; cortex, F(1/18)= 18, P < 0.001). Interestingly,
mGlu5 receptor expression increased in cortex and striatum of old
versus young control hamsters (Holm-Sidak, P < 0.001). In mutant
hamsters mGlu5 receptor expression decreased specifically in the
striatum with age (Holm-Sidak, P < 0.001).
In order to determine whether altered mGlu5 receptor expression in
young mutant hamsters also includes mRNA, tissues of the striatum and
cortex of 33 days old dtsz hamsters and age-matched control animals
was examined by real time qPCR. As shown in Fig. 6, neither striatal nor
cortical mRNA differed between dtsz mutant and control hamsters.
Since qPCR data did not confirm the results of IHC, we added
western blot analyses in mutant hamster at an age of maximum severity
of dystonia vs. age-matched controls using the same antibody. As de-
scribed previously for this antibody (Iyo et al., 2010), we observed the
immunoreactive band for mGlu5 receptor monomers (~130 kDa) and a
band with high molecular weight representing the mGlu5 receptor
homodimer (Fig. 7A and B). Therefore this antibody was confirmed as
specific for mGlu5 receptor in hamster tissue. Contrary to IHC there
were no significant differences in the protein expression of mGlu5 re-
ceptor in the striatum and cortex, neither in dimeric (Fig. 7C and D) nor
Fig. 1. Effects of the mGlu5 receptor antagonist fe-
nobam at doses of 20 (A), 30 (B) and 50 (C) mg/kg
i.p. on the severity of dystonia in dtsz hamsters. The
white bars in each set of 3 bars indicate the severity
scores obtained two days before (pre-drug vehicle
control) drug administration. The black bars refer to
the day of drug administration in the same animal
groups. Post drug control trials, carried out 2 days
after drug administration (post-drug vehicle control),
are shown as grey bars. The individual maximum
severity of dystonia is usually reached within 3 h
after induction of dystonia by triple stimulation in-
cluding the injection of drugs or vehicle. The figure
shows the average of the maximum individual se-
verity score of dystonia reached within hour 1, 2 and
3 post injection (h p. inj.) of vehicle or fenobam,
reflecting the progression of dystonia in dtsz hamsters
after treatment with the active compound and during
control recordings. Data are shown as
means + S.E.M. of the number of hamsters in-
dicated. Friedman test: 20 mg (1 h: P = 0.401, 2 h:
P = 0.097, 3 h: P = 0.195); 30 mg (1 h: P = 0.423,
2 h: P = 0.764, 3 h: P = 0.846); 50 mg (1 h:
P = 0.125, 2 h: P = 0.120, 3 h: P = 0.355).
Fig. 2. Effects of the positive modulator CDPPB at doses of 10 (A) and 20 (B)
mg/kg i.p. on the severity of dystonia in dtsz hamsters: drug (black bars) vs. pre-
drug vehicle control (white bars) and vs. post-drug vehicle control (grey bars).
The figure shows the average of the maximum individual severity score of
dystonia reached within hour 1, 2 and 3 post injection (h. p. inj.) of vehicle or
CDPPB. For further explanations see Fig. 1 legend. Friedman test: 10 mg (1 h:
P=0.088, 2 h: P=0.685, 3 h: P=0.814); 20mg (1 h: P= 0.562, 2 h:
P=0.215, 3 h: P= 0.074).
Fig. 3. IHC-labelling of mGlu5 receptor
in the striatum of a 38 day old dtsz
mutant hamster A: mGlu5 receptor
distribution (red) in the striatum (STR)
vs. region without expression (Corpus
Callosum, CC); B: DAPI-staining (blue)
of cell nuclei: positive cells in corpus
callosum and striatum; C: merged
images of mGlu5 receptor and DAPI
labelling, arrows indicate localization
of mGlu5 receptor in the nuclear
membrane of striatal neurons (scale bar 20 μm). mGlu5 receptors/receptor clusters are visible as fluorescent dots of variable size in striatal tissue including the
neuropil (see results section), while the corpus callosum is completely devoid of staining. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the
reader is referred to the Web version of this article.)
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in monomeric mGlu5 receptor (Fig. 7E and F). The trend towards in-
creased ration of monomer to dimer in the cortex (Fig. 7G and H),
driven by a trend to increased mGlu5 receptor monomer, did not attain
significance due to the relatively high variability of monomeric mGlu5
receptor between animals.
4. Discussion
To our knowledge, neither mGlu5 receptor antagonists nor positive
mGlu5 receptor modulators have been tested previously in phenotypic
models of inherited dystonia. Considering acute antidystonic effects of
ionotropic Glu receptor antagonists (Avchalumov et al., 2014; Richter
et al., 1993; Richter and Löscher, 1997) and evidence for a role of en-
hanced glutamatergic activity in maladaptive plasticity in the dtsz mu-
tant, we expected that inhibition of mGlu5 receptors improves dystonia.
The choice of the compounds, i.e., fenobam and CDPPB, was based on
their selectivity, their ability to penetrate the blood brain barrier and
previous experience in animal models of neurological disorders, espe-
cially of L-Dopa-induced dyskinesia (LID). In contrast to beneficial ef-
fects of fenobam against drug-induced dyskinesia in the rat model of
LID (Rylander et al., 2010), comparable doses of this mGlu5 receptor
antagonist failed to exert any acute antidystonic effects in mutant
hamsters. As shown in previous studies, fenobam has nanomolar affi-
nity for mGlu5 receptor (Porter et al., 2005) and high brain con-
centrations of fenobam (about 600 nM) were measured between 30 and
140min after oral administration of 30mg/kg in rats (Jacob et al.,
2009; Rylander et al., 2010). Therefore, it is unlikely that the lack of
effects on the severity of dystonia in mutant hamsters is related to in-
adequate doses or an improper pharmacokinetic profile of fenobam. In
line with the data on fenobam, the selective positive mGlu5 receptor
modulator CDPPB (Kinney et al., 2005) did not exert any effects on the
severity of dystonia.
However, in dystonic hamsters CDPPB provoked abnormal move-
ments which resembled axial dyskinesia in the LID rat model (Lundblad
et al., 2002; Sander et al., 2012), substantiating the role of mGlu5 re-
ceptors in LID. To our knowledge, CDPPB has not been tested for a
prodyskinetic potential in LID models. In previous examinations of
other effects, such as on fear and memory (e.g. Uslaner et al., 2009),
dyskinesia has not been described as an adverse effect in mice and other
species. Since treatment with CDPPB in non-dystonic control hamsters
did not cause axial distortions, the prodyskinetic effect is not species-
dependent but indicated possible changes of the mGlu5 receptor in
dystonic hamsters. This prompted us to investigate the expression of the
mGlu5 receptor in the striatum and motor cortex, because previous
studies indicated abnormal corticostriatal glutamatergic activity
(Avchalumov et al., 2014; Köhling et al., 2004; Nobrega et al., 2002;
Sander and Richter, 2007).
As known in other species (Patel et al., 2007), the expression of
mGu5 receptors was higher in the striatum than in the cortex in both
mutant hamsters and control animals. Interestingly,
Fig. 4. mGlu5 receptor immunolabelling in the
striatum and cortex of dtsz mutant hamsters vs. con-
trols at an age of 38 days; A: representative images of
the striatum (left) and the cortex (right) of dtsz
hamsters and controls, scale bar 20 μm, B: The den-
sity of mGlu5 receptor in striatum and cortex was
significantly higher in dtsz mutant hamsters com-
pared to controls (n = 7), **P < 0.01 vs. control
(2 × 2 ANOVA, Holm-Sidak). In both, dtsz and con-
trol hamsters the intensity was higher in the striatum
than in the cortex (P < 0.05; Holm-Sidak) C: The
significantly higher expression of mGlu5 receptor
was present in all subregions of the striatum, i.e.
dorsomedial (dm), dorsolateral (dl), ventromedial
(vm) and ventrolateral (vl). **P < 0.01 (2 × 4
ANOVA, Holm-Sidak). Lower magnification was
chosen to demonstrate the overt genotype effect.
Please refer to Fig. 3 to evaluate specificity of the
staining.
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immunhistochemical investigations revealed a higher striatal and cor-
tical density of mGu5 receptors in young mutant hamsters at an age of
maximum severity of dystonia in comparison to age-matched non-
dystonic control hamsters. After disappearance of dystonia in older
mutant hamsters, the mGlu5 receptor reached comparable expression in
control hamsters. This higher age-dependent expression of mGlu5 re-
ceptors in dtsz hamsters seems not to result from increased synthesis, as
the mGlu5 receptor mRNA did not differ. Discrepancies between protein
and mRNA levels of mGlu5 were reported previously (Fatemi et al.,
2013), indicating post-transcriptional abnormalities as a sign of
maladaptive plasticity.
Western blot confirmed the specificity of the mGlu5 receptor anti-
body in hamster tissue, however, no differences in monomeric or di-
meric mGlu5 protein were detected using this method. The overt dif-
ference in immunofluorescence intensity we observed in IHC was
highly robust across experiments and does not result from unspecific
binding or background fluorescence. The staining pattern (Fig. 3) in-
cluding intracellular (nuclear membrane) and membrane components is
due to binding of the antibody to a cytosolic epitope and supports
specific labeling (Sergin et al., 2017). In fact, this epitope may be
Fig. 5. mGlu5 receptor immunolabelling in the
striatum and cortex of dtsz mutant hamsters vs. con-
trols at an age of> 90 days; A: representative images
of the striatum (left) and the cortex (right) of dtsz
hamsters and controls; scale bar 20 μm, B: The den-
sity of mGlu5 receptor in striatum and cortex was
comparable in dtsz mutant hamsters and controls
(n=4). In both, dtsz and control hamsters the in-
tensity was higher in the striatum than in the cortex
(P < 0.05; 2× 2 ANOVA, Holm-Sidak); C: The
comparable expression of mGlu5 receptor in both
genotypes included all subregions of the striatum,
i.e. dorsomedial (dm), dorsolateral (dl), ven-
tromedial (vm) and ventrolateral (vl). Lower mag-
nification was chosen to demonstrate the overt gen-
otype effect. Please refer to Fig. 3 to evaluate
specificity of the staining.
Fig. 6. mGlu5 receptor mRNA in the striatum (A) and
cortex (B) of 7 dtsz hamsters vs. 7 controls. At an age
of maximum severity of dystonia (33 days) of dtsz
mutant hamsters, mGlu5 receptor mRNA expression
did not differ from values of age-matched control
hamsters in striatum and cortex. Values
(mean + S.E.M.) are shown normalized to means of
control groups to visualize fold change; statistics
were performed on raw data.
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sensitive to complex conformational changes frequently seen in mGlu5
receptors such as formation of large clusters, while the cytoplasmic C-
terminus interacts with proteins regulating receptor signaling, de-
sensitization, endocytosis and mobility (e.g. Dhami and Ferguson,
2006; Sergé et al., 2002). Conformation specific epitopes may be de-
tected in IHC but not in western blotting due to the processing steps
required for protein extraction. In western blotting we did not observe
the described higher expression of mGlu5 receptor in the striatum
versus cortex (Patel et al., 2007), which may indicate that not all
available mGlu5 receptors were detected using this method. Alter-
natively there may not be a change in total receptor protein, as also
supported by lack of changes in mRNA levels and absence of pharma-
cological effects on dystonia severity, but instead conformational
changes in the cytoplasmic C-terminus exposing the epitope more
readily to the antibody in dystonic hamsters. The potential functional
implications such as altered synaptic plasticity and their role in the
observed dyskinetic symptoms after treatment with CDPPB will be part
of follow up studies. In fact, there is strong evidence for disturbed
striatal plasticity, including LTP changes, in mutant hamsters and DYT1
mouse models (Richter and Richter, 2014). Group I mGlu receptors
(mGlu1 and mGlu5) play an important role for LTP in the striatum and
mGlu5 receptor-mediated increase of cationic currents gated by iono-
tropic glutamate receptors (Conn et al., 2005). Therefore, higher ex-
pression or conformational changes of striatal and cortical mGlu5 re-
ceptors might contribute to previous findings of enhanced
corticostriatal activity and increased firing rate of striatal projection
neurons in mutant hamsters (Gernert et al., 1999; Köhling et al., 2004).
However, the role of group I mGlu receptors in the striatal network is
much more complex. As shown by Partridge et al. (2014), striatal GA-
BAergic interneurons are depolarized by acute mGlu5 receptor
Fig. 7. Western blot of mGlu5 receptor in
the striatum and cortex of dtsz mutant
hamsters vs. controls at an age of 35 days.
Representative blots for the cortex (A) and
striatum (B) with bands for
dimer~ 270 kDa, monomer ~ 132 kDa and
Actin ~ 40 kDa. No differences in the di-
meric (C, D) or monomeric (E, F) mGlu5
receptor expression or between cortex and
striatum (2 × 2 ANOVA; Holm-Sidak,
mean + S.E.M), and no differences between
ratios of monomeric to dimeric mGlu5 re-
ceptors (Mann Whitney U, box plots with
median and confidence intervals). Number
of animals is given in the figure. mGlu5 re-
ceptor expression was normalized to actin
for quantification.
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activation, mediating inhibition of striatal project neurons. In mutant
hamsters, the maturation of striatal GABAergic interneurons is retarded
(Bode et al., 2017; Gernert et al., 2000). Therefore, inhibition or acti-
vation of these interneurons by fenobam or CDPPB, respectively, could
counteract direct glutamatergic effects on striatal projection neurons.
In summary, the present data on acute effects of mGlu5 receptor
modulators do not indicate that mGlu5 receptors are an interesting
target for development of novel therapeutics against inherited dystonia.
Data on the expression of mGlu5 receptors by qPCR and western blot do
not provide evidence for a critical role in the pathophysiology of dys-
tonia in mutant hamsters, but considering higher mGlu5 receptor im-
munoreactivity ongoing electrophysiological studies on corticostriatal
alterations should include investigations of mGlu5 receptor function in
the dtsz model.
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A B S T R A C T
The metabotropic glutamate 5 (mGlu5) receptor is critically involved in corticostriatal plasticity which is dis-
turbed in various animal models of dystonia. Recently, the positive allosteric modulator 3-cyano-N-(1,3-di-
phenyl-1H-pyrazol-5-yl)benzamide (CDPPB) exerted prodyskinetic effects in a phenotypic model of episodic
dystonia. In the DYT1 knock-in (KI) mouse, a model for a persistent type of dystonia, previous ex vivo elec-
trophysiological experiments indicated that mGlu5 receptors are involved in abnormal striatal plasticity.
Therefore, in the present study we examined the mGlu5 receptor expression in the striatum and cortex of DYT1
KI mice in comparison with wildtype littermates. By immunohistochemistry (IHC) we found a lower expression
of mGlu5 receptors in the cortex (16%) and ventral striatum (10%) but not in the whole striatum of DYT1 KI
mice, while mRNA levels were merely lower in the striatum of DYT1 KI mice (43%). However, mGlu5 receptor
protein levels measured by western blotting showed no significant differences in tissue of the whole striatum and
in the cortex between both genotypes. Since DYT1 KI mice do not exhibit dystonic symptoms, we investigated if
CDPPB provokes dystonia or dyskinesia. CDPPB (10, 20 and 30 mg/kg intraperitoneal, i.p.) did not induce
abnormal movements and the locomotor activity did not differ between DYT1 KI and wildtype mice. The present
data do not provide evidence for a crucial role of the mGlu5 receptor in the pathophysiology of DYT1 dystonia,
but corticostriatal changes are in line with the hypothesis of maladaptive plasticity in dystonia.
1. Introduction
Dystonia, an often incurable functional movement disorder, is
characterized by involuntary, sustained or intermittent muscle con-
tractions causing abnormal, often repetitive, movements, postures, or
both. There is evidence for network alterations including corticostriatal
dysfunctions, but the neurobiological basis of different types of dystonia
is largely unknown (Albanese et al., 2013). Based on clinical data, such
as age-dependent progression of dystonia, and studies in animal models
of dystonia, abnormal striatal plasticity has been hypothesised to play a
key role (Köhling et al., 2004; Peterson et al., 2010; Richter and
Richter, 2014; Simonyan, 2018). The mGlu5 receptor, a group I mGlu
receptor with high expression in the striatum, is important in regulating
long-term depression (LTD) and long-term potentiation (LTP) at
corticostriatal synapses (Anwyl, 2009; Gladding et al., 2009; Niswender
and Conn, 2010).
Therefore, the mGlu5 receptor gained attention as potential target in
basal ganglia disorders, such as L-Dopa-induced dyskinesias (LID)
which are often accompanied by dystonic symptoms (Litim et al., 2017;
Rascol et al., 2014; Rylander et al., 2010). In the dtsz mutant hamster, a
phenotypic model of paroxysmal dystonia, the positive allosteric
modulation with CDPPB caused axial dyskinesia, but CDPPB and mGlu5
receptor antagonists failed to exert effects on the severity of dystonia
(Perl et al., 2019). However, in line with significantly higher mGlu5
receptor immunofluorescence intensity in the striatum and cortex of
dystonic hamsters (Perl et al., 2019), previous ex vivo experiments in a
DYT1 mouse model indicated that mGlu5 receptors may be involved in
aberrant striatal plasticity (Sciamanna et al., 2014). Human DYT1
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dystonia is caused by a three base pair (GAG) deletion in TOR1A which
encodes for the chaperone like protein torsinA. The knock-in (KI) mouse
model of DYT1 dystonia (DYT1 KI), used in the present study, carries
the GAG deletion mutation in Tor1a (Tor1a+/Δgag) and is closest to
the human disease in terms of construct validity (Richter and Richter,
2014). TorsinA is a member of the AAA+ (ATPase associated with
different cellular activities) protein family which participates in a wide
range of biological functions like membrane trafficking, protein cha-
perone activities and powering cellular motors (Goodchild et al., 2005).
There is strong evidence that mutated Tor1a is a loss of function allele
and homozygous Tor1a mutants or knockout mice die shortly after birth
(Goodchild et al., 2005). The expression of mutant TorsinA in hetero-
zygous DYT1 KI mice leads to alterations in synaptic plasticity as well as
to slight sensorimotor deficits (Richter et al., 2017; Maltese et al.,
2018). However, as all viable generated mouse models of DYT1 dys-
tonia, DYT1 KI mice do not exhibit dystonia (Richter and Richter,
2014). Therefore, these models are not suitable for preclinical phar-
macological studies to detect compounds which improve dystonia.
Nevertheless, the DYT1 KI mouse shows high construct validity and is
useful for investigations of pathophysiological mechanisms. Additional
in vivo pharmacological examinations on behavior and possible pro-
dystonic effects, as done in the present study, can be helpful for the
interpretation of pathophysiological changes (Richter et al., 2017;
Richter et al., 2019). Based on previous ex vivo studies which have
shown that the negative mGlu5 receptor modulator dipraglurant
counteracts abnormal dopamine-mediated hyperexcitability of striatal
cholinergic interneurons in DYT1 KI mice, Sciamanna et al. (2014)
suggested that the mGlu5 receptor may be a potential drug target in
inherited dystonia. These data prompted us to examine the corticos-
triatal expression of the mGlu5 receptor and if CDPPB, as a positive
modulator (Uslaner et al., 2009), provokes abnormal movements in
DYT1 KI mice.
2. Methods and materials
2.1. Animals
For all examinations, groups of 5–7 heterozygous DYT1 KI mice on a
C57BL/6 J background and their wildtype littermates were used (total
number: n = 48). To determine the genotype, we used polymerase
chain reaction (PCR) amplification analysis of DNA extracted from ear
tissue. PCR was carried out with PuReTaq Ready-To-Go PCR Beads (GE
Healthcare) as described previously (Goodchild et al., 2005; Richter
et al., 2017). Mice were bred and kept in the institution's facility under
the same controlled environmental conditions (12 h light/ 12 h dark
cycle, 24 °C ± 2 °C, relative humidity of about 50%). Makrolon cages
were enriched with material for nest building and hiding. Water and
food (Altromin standard diet) were available ad libitum. All pharma-
cological examinations were carried out during the mice dark period
between 12 and 5 pm at low light in a specific experimental room.
Habituation of the animals to the room started one hour before starting
the experiment. All efforts were made to minimize animal suffering and
to reduce the number of animals used by performing a power analysis
to determine the sample size (Sigma Plot 14.0). Animal care was in
accordance with the European guidelines (Directive 2010/63/EU) and
the German Animal Welfare Agency (ethical permission number TVV
09/15, modified in December 2018).
2.2. Immunohistochemistry (IHC)
Tissue processing and IHC analyses were carried out as described
(e.g., Bode et al., 2017; Hamann et al., 2017; Perl et al., 2019). Six-
month-old male DYT1 KI (n = 7) and wildtype (n = 5) mice were
euthanized by an overdose of pentobarbital (100 mg/kg i.p.) followed
by a transcardial perfusion with 0.1 M phosphate buffered saline (PBS)
and a tissue fixation with 4% of paraformaldehyde (PFA)-PBS solution.
Brains were removed and underwent a post-fixation in 4% PFA solution
for 24 h. Then the brains were cryoprotected in PBS-sucrose before
freezing in dry ice and storing at −80 °C. For labelling of mGlu5 re-
ceptors, three 40 μm thick free-floating cryostat slices of each animal's
brain (rostral, medial and caudal striatum and motor cortex) were
chosen and initially washed in 50 mM tris buffer solution (TBS).
Thereafter, sections were blocked for 1 h at room temperature (RT) in
50 mM TBS with 10% normal donkey serum (NDS) and 0.5% TritonX,
followed by incubation (1 h at RT, 47 h at 4 °C) in a 1:250 dilution with
primary antibody rabbit anti-mGlu5 receptor (AB5675, EMD Millipore,
CA, USA) in 50 mM TBS, 2% NDS and 0.5% TritonX. In the next step,
slices were washed again in TBS before applying the secondary
Fig. 1. Specific antibody staining of mGlu5 receptor (red signal) and cell nuclei (DAPI, blue) in the striatum of a wildtype mouse. Left: 40×, Right: 63×. Individual
foci can be observed indicating the presence of the metabotropic glutamate receptors within the tissue. Clusters of mGlu5 receptor can be found on the nuclear
membrane and plasma membrane (arrowheads). (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this
article.)
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antibody donkey anti-rabbit IgG (H + L)-Alexa Fluor 594 (Jackson
ImmunoResearch, Suffolk, UK) in a 1:500 solution in 50 mM TBS, 2%
NDS and 0.5% TritonX and incubating for 90 min at RT. Slices were
finally washed again in TBS, mounted on glass sides and cover-slipped
with VectaShield H-1000 (Vector Laboratories, CA, USA). Until further
usage, slides were stored in the dark at 4 °C. In order to show specific
binding of mGlu5 receptors in mouse brain sections, high power field
images (40× and 63× lenses) were acquired using a Zeiss Axio Ob-
server Microscope equipped with an Apotome 2 structured illumination
device to improve optical resolution. A Zeiss Colibri 7 LED light source
was used and the Zeiss Filter Set 43HE was used to excite the secondary
Alexa Fluor 594 antibody used to visualize the mGlu5 receptors; cell
nuclei were stained using DAPI. The Zeiss Zen Blue Pro Software was
used for image acquisition using a Zeiss Axiocam 506 mono camera.
Expression analyses and investigations of distribution of mGlu5 re-
ceptors were carried out with a Retiga 2000R CLR-12 digital camera
connected with a Zeiss Axioskop2 microscope. Using green light,
striatum and motor cortex in both hemispheres of each of the three
slices per animal were visualized and each striatum was divided in 4
subregions (dorsolateral, dorsomedial, ventrolateral, ventromedial) as
done in previous studies (e.g. Perl et al., 2019). With the 40× objective
and consistent image acquisition settings, images from the layer V of
the motor cortex and from the centre of each striatal subregion were
taken. The images were evaluated with the software Image J (NIH,
USA) by performing intensity measurements of the mean pixel fluor-
escence of every region. As fluorescence values did not differ between
both hemispheres in one slice, as well as between rostral, medial and
caudal striatum, they were averaged for statistical analyses. The ex-
aminer was unaware of the genotypes of the mice during all conducted
analyses.
2.3. Quantitative real-time PCR (qRT-PCR)
In preparation of mRNA isolation, brains of 6-month-old male DYT1
KI mice (n = 6) and wildtype littermates (n = 6) were cut into 100 μm
horizontal sections using a cryostat at −18 °C. The regions of interest,
striatum and cortex, were isolated by microdissection under a binocular
microscope in ice-cold PBS. Collected tissue samples were immediately
frozen in liquid nitrogen. Total RNA was extracted using the RNeasy
Plus Mini Kit (Qiagen, CA, USA) according to the manufactures
Fig. 2. mGlu5 receptor immunolabelling in the cortex and striatum of 6-month old DYT1 KI mice (n = 7) vs. wildtypes (WT, n = 5). A: Representative images of
striatum (right) and cortex (left) of DYT1 KI and wildtype mice, scale bar 50 μm; lower magnification was chosen to highlight the genotype effect; B: the expression of
mGlu5 receptor in the cortex was significantly lower in DYT1 KI mice compared to WT controls, **p < 0.01 (2 × 2 ANOVA, Holm-Sidak). Receptor density in the
striatum (in total) was comparable between both genotypes. C: Dividing the striatum in its four quadrants (dm = dorsomedial, dl = dorsolateral, vm = ven-
tromedial, vl = ventrolateral), mGlu5 receptor expression was lower in both ventral parts in DYT1 KI mice compared to the wildtype *p < 0.05 (2 × 4 ANOVA,
Holm-Sidak).
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protocol. RNA contents were validated by measuring samples with a
nanophotometer (P360, Implen, München, Germany). With the Qubit 4
fluorometer (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, MA, USA), purity
and integrity of the RNA were verified. For preparation of first-strand
cDNA, the Takara Clontech 5× Primescript RT Master Mix (Takara Bio
USA, Inc.) was used by instructions. qRT-PCR was conducted with the
TaqMan® Universal PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA), using 5 μl as total volume. For our gene of interest, the
mGlu5 receptor (Mm00690332_m1) TaqMan Gene Expression Assay
was chosen; as reference genes we decided for Hprt
(Mm015455399_m1), Gapdh (Mm99999915_g1), Eif4a2
(Mm01730183_gH) and Atp5b (Mm01160389_g1). The PikoReal 96
Real-Time PCR system (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) was
utilized for PCR-amplification and the following data analyses was
performed with the PikoReal Software 2.1 (Thermo Fisher Scientific).
Using the values of the mentioned reference genes and the program
geNorm, the average expression stability was calculated for de-
termining the relative mRNA expression of mGlu5 receptors.
2.4. Western blotting
Frozen brains of 6-month-old DYT1 KI (n= 6) and wildtype (n = 6)
mice were dissected into a cryostat and tissue samples of striatum and
cortex were collected. Samples were processed using extraction buffer
(2% sodium deoxycholate in high-purity water) supplemented with
protease inhibitors (Roche, Mannheim, Germany). After protein ex-
traction, tissue was homogenized, boiled and cleared by centrifugation
for 10 min at 4 °C and 10 rpm. Supernatant was removed and total
protein concentrations were determined using Pierce BCA Protein Assay
kit (Thermo Fisher Scientific, Bonn, Germany). Samples, containing
equal amounts of protein (25 μg), were prepared for electrophoresis by
mixing with extraction buffer and 4× Laemmli sample buffer (Biorad)
before applying on a precast polyacrylamide gel (4–15% Mini-
PROTEAN TGX Stain-Free, Biorad). Via semi-dry blotting, proteins were
transferred to a polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane which
subsequently underwent a blocking procedure in StartingBlock™ T20
(PBS) Blocking Buffer (Thermo Fisher Scientific™). Membranes were
incubated with rabbit anti-mGlu5 receptor (1:2000, #AB5675,
Millipore, Darmstadt, Germany) and mouse anti-actin (1:2000,
#MAB1501, Millipore, Darmstadt, Germany) primary antibodies in PBS
with 0.05% tween (PBST) for 1 h at RT and at 4 °C overnight. After
washing, membranes were cut horizontally and the upper part of the
membrane was incubated with a horseradish peroxidase (HRP)-con-
jugated anti-rabbit secondary antibody while the lower part was in-
cubated with a HRP-conjugated anti-mouse secondary antibody
(1:1000, Jackson Immunoresearch, Cambridge, UK). Membranes were
washed again, and protein bands were visualized by ECL Detection
using Pierce ECL Western Blotting Substrate (Thermo Fisher Scientific).
Acquisition of images was performed with a Fusion X7 (peqlab) and
bands were quantified by densitometry, using the software Image J
(NIH, USA).
2.5. Pharmacological examinations and behavioral analyses
The effects of the mGlu5 receptor positive modulator CDPPB
(Abcam, Cambridge, UK) were examined in groups of 4–6 weeks old
(total: n= 12, wildtype: n= 6, DYT1 KI: n = 6) and 6 months old male
and female DYT1 KI and wildtype mice (total: n = 12, wildtype: n = 6,
DYT1 KI: n = 6). Prior to the experiments, CDPPB was freshly sus-
pended in 5% Dimethylsulfoxid (DMSO)/10% 2-hydroxypropyl-β-cy-
clodextrin (Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Germany). Each mouse ob-
tained all the three doses of CDBBP (10 mg/kg, 20 mg/kg and 30 mg/
kg) as well as a vehicle injection within the framework of a cross-over
study. This means that the order of doses was randomly chosen and
differed within one group to exclude relations to mice habituation ef-
fects in the open field. Between two injections, mice had a drug-free
period of 3 days. So, the time span of the whole experimental procedure
for each animal was about two weeks. The choice of compound and the
doses were based on previous studies in rodents (e.g. Perl et al., 2019;
Rylander et al., 2010; Uslaner et al., 2009). After i.p. injection (injec-
tion volume 10 ml/kg) of CDPPB or vehicle, mice were placed in an
open-field (45 cm × 45 cm) and observed for 90 min. Potential ab-
normalities in behavior or movements were registered by an examiner
who was unaware of the genotypes. The complete observation period
was recorded. Using the behavioral tracking software EthovisionXT14
(Noldus), the parameters “distance moved” and “velocity” were ana-
lysed as indicators for animals' activity in an unbiased and objective
manner.
2.6. Statistics
The entirety of statistical analyses was performed with the software
SigmaPlot (Systat, Chicago, IL, USA). For analysing the fluorescence
intensities and the results of western blotting, two way repeated-mea-
sure analysis of variance (ANOVA) were carried out, using repeated
measure for comparison of cortex vs. striatum. After ANOVA, a Holm-
Sidak post-hoc test followed. Significance was stated at p < 0.05. Data
gained by qRT-PCR was evaluated with Mann Whitney U test for non-
parametric data on raw values of relative gene expression, while pre-
sented data is normalized to mean of control animals. The significance
was assigned at p < 0.05. The results of the movement patterns during
the pharmacological examinations (distance moved, velocity) were
analysed in 10-minute-intervals by a mixed design ANOVA (genotype x
dose).
3. Results
3.1. Expression of mGlu5 receptor density in DYT1 KI mice compared to
wildtype mice
For examination of the mGlu5 receptor expression and density in the
cortex and striatum of DYT1 KI mice vs. wildtype littermates, coronal
brain sections of 6-month-old male animals were analysed by IHC. As
Fig. 3. mGlu5 receptor mRNA levels in the striatum and cortex of 6 DYT1 KI
mice vs. 6 WT at an age of 6 month. In the striatum, significantly lower amounts
of mGlu5 receptor mRNA were detected in DYT1 KI mice compared to age
matched WT littermates. *p < 0.05 (Mann Whitney U test). In the cortex,
values of DYT1 KI and WT did not differ significantly. Data (mean + standard
error of the mean, S.E.M.) is presented normalized to means of the control
(wildtype) group to visualize fold change; statistics were performed on raw
data.
S. Perl, et al.
proved by earlier studies (Niswender and Conn, 2010; Sergin et al.,
2017; Tallaksen-Greene et al., 1998) mGlu5 receptors are located in the
entire striatum and cortex, especially at cell surfaces, cell processes and
inner nuclear membranes (Fig. 1). Fluorescence intensity analyses did
not reveal significant differences in the mGlu5 receptor density in adult
DYT1 KI vs. wildtype mice within the whole striatum (Fig. 2A, B) but in
the ventromedial (9%) and the ventrolateral (11%) part the intensity
was lower in DYT1 KI mice (Holm-Sidak, p < 0.05), as shown in
Fig. 2C. Comparing mGlu5 receptor expression in the motor cortex,
DYT1 KI mice showed significantly lower levels than the wildtypes
(Fig. 2A, B; Holm-Sidak, p < 0.01).
For further examining the genotype differences in the mGlu5 re-
ceptor density on the mRNA level, we used brain material of the
striatum and cortex of adult mice for qRT-PCR analyses (Fig. 3). Striatal
mGlu5 receptor mRNA was significantly lower in DYT1 KI mice
(p < 0.05, Mann Whitney U test). Surprisingly, mGlu5 receptor mRNA
levels in the cortex did not significantly differ between both genotypes.
In order to validate the partly contradictory results, we added
western blot analyses. As shown in Fig. 4A, the primary antibody for
mGlu5 receptors showed a specific staining in IHC in the cortex and
striatum of DYT1 KI mice and wildtypes and evoked clear bands in
western blot analyses, as previously observed in dtsz hamsters (Perl
et al., 2019). Thereby, we could detect one immunoreactive band at the
molecular weight of about 132 kDa, representing mGlu5 receptor
monomers, and a second band at about 250 kDa, associated with mGlu5
receptor homodimers (Iyo et al., 2010). In addition to a high variability
especially of mGlu5 receptor monomers in the striatum (Fig. 4B), a
substantial higher ratio of the monomer vs. dimer was visible in both
groups and regions. Comparing both bands in DYT1 KI vs. wildtype
mice, no significant differences became evident, neither in the striatum
(monomer: p = 0.838; dimer: p = 0.347) nor in the cortex (monomer:
p = 0.757; dimer: p = 0.616) (Fig. 4B). Furthermore, the monomer/
dimer ratio did not significantly differ between genotypes (striatum:
p = 0.059; cortex: p = 0.078).
3.2. Behavioral effects of CDPPB
Regarding the data on the expression of mGlu5 receptors in
6 months old DYT1 KI mice, the effects of CDPPB on motor behavior
were examined in DYT1 KI mice and wildtype mice. As shown in
Fig. 5A, the moved distance per minute, averaged of the whole ob-
servation period, did not differ significantly between vehicle and
CDPPB administration at doses of 10, 20 or 30 mg/kg. Moreover, there
were no differences in the activity between wildtype and DYT1 KI mice
Fig. 4. Western blot of mGlu5 receptor in the striatum and cortex of 6-month old DYT1 KI mice vs. WT. A: Representative blots for cortex and striatum with bands for
monomer ~132 kDa, dimer ~250 kDa and β-actin ~42 kDa. B: Quantification of mGlu5 receptor expression normalized to actin. No significant differences in the
monomeric or dimeric mGlu5 receptor expression in striatum or cortex between DYT1 KI and WT mice (2 × 2 ANOVA; Holm-Sidak, mean + S.E.M., n = 6 per
group).
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at the age of 6 months. In addition, in younger (4–6-week-old) groups
which show higher locomotor activity, no changes became evident
between genotypes as well as between vehicle control and CDPPB trials
(not illustrated). Furthermore, there were no differences between fe-
male and male DYT1 KI and WT mice (not illustrated). In all tested
groups, CDPPB did not cause any changes in locomotor activity or
motor pattern at single time-points during the observation period, as
illustrated in Fig. 5B for 30 mg/kg CDPPB vs. vehicle in 6 months old
mice. Graphs and statistics of the activity parameter “velocity” would
appear equally and are therefore not shown. In contrast to previous
findings of prodyskinetic effects of CDPPB in a model for paroxysmal
dystonia (Perl et al., 2019), even at the high dose 30 mg/kg CDPPB did
not provoke abnormal movements in DYT1 KI mice (4–6 weeks and
6 month) during the 90 min observation period.
4. Discussion and conclusions
In line with the present data, mGlu5 receptors are highly expressed
in the striatum, known to be localised postsynaptically on striatal
medium spiny neurons and interneurons (Testa et al., 1994; Tallaksen-
Greene et al., 1998). Dystonia can be associated with an enhanced
striatal expression of mGlu5 receptors, as previously shown in a model
of paroxysmal dystonia (Perl et al., 2019) and in animal models of LID
which include dystonic symptoms (Konradi et al., 2004; Ouattara et al.,
2011). Considering these data and previous findings which indicated
that inhibition of mGlu5 receptors normalizes activity of striatal choli-
nergic interneurons in the DYT1 KI mouse (Sciamanna et al., 2014), we
expected higher mGlu5 receptor expression in this animal model than in
wildtype mice. In contrast, striatal mGlu5 receptor mRNA levels were
significantly lower in DYT1 KI mice and a slight reduction of mGlu5
protein was found in ventral striatal subregions by IHC. In line with our
IHC data on the whole striatum, no changes of the mGlu5 protein be-
came evident by western blotting in tissue of the whole striatum. Thus,
lower mGlu5 receptor mRNA levels obviously do not result in a general
reduction of the protein synthesis, but subregional and possibly cell-
specific changes of the mGlu5 receptor protein in the striatum cannot be
excluded. As discussed previously in more detail (Fatemi et al., 2013;
Perl et al., 2019), differences between protein and mRNA levels of
mGlu5 receptors, as found in the cortex by the present experiments, are
not unusual and can be related to posttranscriptional alterations. Fur-
thermore, the cortical changes found by IHC but not by western blotting
can be explained by conformation specific epitopes which may be de-
tected by IHC but not by western blotting due to the processing steps
required for protein extraction (Perl et al., 2019; Dhami and Ferguson,
2006; Serge et al., 2002). Together, the data on the expression of mGlu5
receptors in DYT1 KI mice indicate that striatal mGlu5 receptor over-
expression, as previously found in models with overt dystonic symp-
toms (Perl et al., 2019), is not a principal mechanism in dystonia.
However, changes in mGlu5 receptor expression in DYT1 KI mice
are in line with the current concept that dystonia is a functional dis-
order which includes maladaptive corticostriatal plasticity (Köhling
et al., 2004; Peterson et al., 2010; Simonyan, 2018). Considering cor-
ticostriatal increases of LTP and decreases of LTD measured in brain
slices of models of DYT1 dystonia (Martella et al., 2009; Richter and
Richter, 2014), lower expression of mGlu5 receptor might be related to
a downregulation as a feedback mechanism in response to enhanced
glutamatergic stimulation. On the other hand, enhanced extracellular
glutamate levels can be associated with increased expression of mGlu5
Fig. 5. Locomotor activity in the open field during the 90-min observation period after application of CDPPB (10, 20 or 30 mg/kg i.p.) or vehicle, shown as A:
averaged moved distance (cm/min) of 6 WT (grey bars) vs. 6 DYT1 KI (black bars) mice at an age of 6 months; means + S.E.M. (n = 6 of each dose), B: time course of
activity in 6-months old WT (blue line) vs. DYT1 KI mice (red lines) after injection of vehicle and 30 mg/kg CDPPB (10 and 20 mg not illustrated). Data are shown as
mean +/− S.E.M. of every 10-min interval. No significant differences after administration of CDPPB vs. vehicle and no genotype differences after vehicle or CDPPB
injections. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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receptors in the striatum, as shown in hemiparkinsonian rats (Shi et al.,
2019). Therefore, measurements of cortical and striatal glutamate le-
vels in DYT1 KI mice should be done in follow-up studies, as recently
also indicated by alterations in ionophoric glutamate receptors (Maltese
et al., 2018).
In the present study, we examined if the changes of mGlu5 receptor
expression in DYT1 KI mice have consequences on behavioral effects of
CDPPB at doses which induced dyskinesia in young dystonic dtsz ham-
sters (Perl et al., 2019). In DYT1 KI mice, CDPPB did not cause ab-
normal movements or changes in locomotor activity in comparison to
wildtype mice at an age of 6 months, i.e. at the age at which we found
lower mGlu5 receptor expression in DYT1 KI mice. In addition, in ju-
venile (4–6 weeks old) mice there were no genotype differences in
behavior. Since doses of this selective mGlu5 receptor positive mod-
ulator (Kinney et al., 2005) are proven by previous studies (Lins and
Howland, 2016; Perl et al., 2019; Uslaner et al., 2009) and a low dose of
10 mg/kg has been shown to provoke dyskinesia in dystonic hamsters
within a few minutes after i.p. injection of CDPPB (Perl et al., 2019), the
lack of effects in DYT1 KI mice are not related to inadequate dosing.
Development of tolerance was shown in rats which received a daily
injection of 30 mg/kg CDPPB i.p. over 7 days (Parmentier-Batteur et al.,
2012). Regarding our treatment regime, including a drug-free period of
at least 3 days for elimination considering an elimination half-life of
4.4 h (Kinney et al., 2005), the lack of effects of CDPPB is probably not
based on tolerance. Thus, our pharmacological data do not substantiate
a role of higher mGlu5 receptor stimulation, leading to a down-
regulation as discussed above.
In summary, the data on the expression of mGlu5 receptors are in
line with the hypothesis of aberrant corticostriatal plasticity in dys-
tonia, but the in part inconsistent data together with the lack of be-
havioral effects of the positive modulator CDPPB do not indicate a key
role of mGlu5 receptors. Enhanced expression of mGlu5 receptors, as
previously found in phenotypic models, seems not to be a principal
mechanism in the pathophysiology of dystonia.
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5. Diskussion 
Um weitere Einblicke in die Pathophysiologie der Dystonie zu bekommen und in der 
Erforschung neuer Therapieoptionen zur Behandlung von Dystonien voranzuschreiten, sollte 
in dieser Arbeit als mögliche neue Zielstruktur für Pharmaka der metabotrope 
Glutamatrezeptor 5 (mGluR5) in einem phänotypischen (dtsz Hamster) und einem 
ätiologischen (DYT1 KI-Maus) Tiermodell untersucht werden. Der mGluR5 ist besonders im 
Bereich des Striatums, der Eingangsstruktur der Basalganglien, stark exprimiert und zudem 
maßgeblich an der Regulation der synaptischen Plastizität beteiligt.  In vorangegangenen 
Studien konnten in Tiermodellen zur Levodopa-induzierten Dyskinesie, einer oftmals mit 
Dystonie einhergehenden Bewegungsstörung, mit antagonisierenden Substanzen am mGluR5 
antidystone Effekte erzielt werden. In ex vivo-Versuchen wurde außerdem durch eine 
Blockade des mGluR5 die pathologische Übererregbarkeit der striatalen Interneurone im DYT1 
KI-Mausmodell erfolgreich umgekehrt. Die Hauptergebnisse meiner in vivo und ex vivo-
Untersuchungen zum mGluR5, die in zwei Publikationen veröffentlich wurden und 
Bestandteile dieser kumulativen Dissertation sind, lassen sich folgendermaßen 
zusammenfassen: 
Publikation I: 
 Fenobam als negativer allosterischer Modulator am mGluR5 hatte in den getesteten 
Dosierungen (20, 30 und 50 mg/kg i.p.) keine antidystone Wirkung in dtsz Hamstern. 
 CDPPB als positiver allosterischer Modulator am mGluR5 zeigte in den getesteten 
Dosierungen (10, 20 mg/kg i.p) keine Wirkungen auf die Dystonieschwere in dtsz 
Hamstern, rief aber als Nebenwirkung in der Hamstermutante zusätzlich zur Dystonie 
eine generalisierte, axiale Dyskinesie hervor – nicht aber in Kontrolltieren. 
 Hinsichtlich der mGluR5-mRNA gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen dtsz 
Hamstern und nicht-dystonen Kontrolltieren. 
 In immunhistochemischen Untersuchungen zeigte sich eine um ca. 35 % höhere 
mGluR5-Expression im Striatum und Cortex von dtsz Hamstern im Alter der höchsten 
Dystonieausprägung verglichen mit gleichaltrigen Kontrollhamstern. Nach Remission 
der Dystonie bestand dieser Unterschied nicht mehr.  
 Im Western Blot waren die Proteinmengen des mGluR5 als Monomer und Dimer im 
Striatum und Cortex beider Genotypen vergleichbar.  
 
Publikation II: 
 Immunhistochemische Untersuchungen zeigten eine geringere mGluR5-Expression im 
Cortex sowie im ventralen Striatum von DYT1 KI-Mäusen verglichen mit Wildtyp-
Wurfgeschwistern. Bezogen auf das gesamte Striatum war die Rezeptorexpression in 
beiden Genotypen vergleichbar. 
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 Die mGluR5-mRNA-Gehalte waren im Striatum von DYT1 KI-Mäusen deutlich geringer 
(43 %) als in den Wildtyp-Wurfgeschwistern. 
 Im Western Blot konnten keine Genotypunterschiede im Proteingehalt des mGluR5 im 
Cortex oder Striatum ermittelt werden. 
 Die Applikation von CDPPB (10, 20 und 30 mg/kg, i.p.) führte nicht zur Auslösung 
abnormer Bewegungen in DYT1 KI-Mäusen. Auch die Bewegungsaktivität veränderte 
sich im Vergleich zu Wildtypwurfgeschwistern nicht.  
 
5.1 Aspekte zur Methodik 
5.1.1 Untersuchungen im dtsz Hamster 
Der dtsz Hamster als umfangreich charakterisiertes und validiertes phänotypisches Dystonie-
Modell ist sehr gut zur Testung möglicher neuer Pharmaka geeignet (RICHTER and LÖSCHER 
1998; JINNAH et al., 2008), weshalb dieses Modell auch in der vorliegenden Arbeit für die 
Substanztests verwendet wurde. Das Versuchsdesign wurde so gewählt, wie es in zahlreichen 
pharmakologischen Untersuchungen in diesem Modell bereits seit vielen Jahren etabliert ist 
(RICHTER et al. 1991, SPRÖTE et al. 2016, HAMANN et al. 2017). So wurden die Hamster am 
21. Lebenstag von der Mutter abgesetzt und zum ersten Mal der „Triple stimulation 
technique“ ausgesetzt, um die Dystoniesymptomatik zu provozieren und nach dem 6-stufigen 
Scoring-System zu bewerten. Anschließend wurde die Dystonie alle 2-3 Tage induziert, bis 
zwischen dem 30. und 42. Lebenstag der Tiere, der Phase der maximalen Ausprägung der 
Dystonie, die eigentlichen Substanzversuche stattfanden. Jedes Tier diente als seine eigene 
Kontrolle, da 2-3 Tage vor und nach jeder Substanzapplikation eine „Pre-Drug“- bzw. „Post-
Drug“-Kontrolle stattfanden, bei denen jeweils ein Vehikel, der alle Lösungsvermittler, jedoch 
nicht den Wirkstoff selbst enthielt, appliziert wurde. Durch dieses Vorgehen konnte die 
Versuchstierzahl gemäß tierschutzrechtlicher Richtlinien reduziert und die statistische 
Teststärke erhöht werden. Jede Gruppe bestand aus 8-10 dtsz Hamstern und wurde zur 
Untersuchung einer oder zweier Dosierungen genutzt. Zusätzlich zur Auswertung der Wirkung 
der Substanzen auf den Schweregrad der Dystonie wurde auch der Einfluss auf die Dauer bis 
zum Beginn der dystonen Bewegungsabfolge („latency to onset“) einbezogen, wie es in 
früheren pharmakologischen Studien im dtsz Hamster etabliert wurde (RICHTER et al. 1991). 
Da dieser Parameter jedoch durch keine der beiden in dieser Arbeit verwendeten Substanzen 
verändert wurde, wurde er in der Ergebnisauswertung nur am Rande erwähnt und nicht 
weiterführend diskutiert.  
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Fenobam als negativer allosterischer Modulator (NAM) am mGluR5 wurde als erste Substanz 
für die pharmakologischen Versuche im dtsz Hamster ausgewählt, weil dieser Wirkstoff in 
vorangegangenen Studien in Tiermodellen für neurologische Bewegungsstörungen, 
insbesondere in denen zur Levodopa-induzierten-Dyskinesie (LID), eine vielversprechende 
antidystone und antidyskinetische Wirkung zeigte (LITIM et al. 2017). Weiterhin ist die 
Affinität von Fenobam zum mGluR5 sehr hoch (PORTER et al. 2005), womit dessen spezifische 
Wirksamkeit am gewünschten Target gewährleistet wird. Auch wurde die Fähigkeit von 
Fenobam zur Penetration der Blut-Hirn-Schranke in Studien an Ratten nachgewiesen, bei 
denen hohe Substanzkonzentrationen im Gehirn selbst nach oraler Gabe innerhalb von 30 bis 
140 Minuten erreicht wurden (JACOB et al. 2009, RYLANDER et al. 2010). Dies ließ uns davon 
ausgehen, dass die Substanz nach intraperitonealer Injektion ihren Wirkort im Gehirn noch 
deutlich schneller in ausreichend hoher Konzentration erreichen wird. Die gewählten 
Dosierungen von 20 und 30 mg/kg i.p. beruhen ebenfalls auf Studien in Nagern, bei denen 
Fenobam in den Tieren zu einem gewünschten antidystonen bzw. antidyskinetischen Effekt 
führte (RYLANDER et al. 2010, MONTANA et al. 2011). Da die Dosissteigerung auf 50 mg/kg 
i.p. keinerlei Dystonie-abschwächende Effekte zeigte, wurde von der Anwendung noch 
höherer Dosierungen im dtsz Hamster abgesehen.  
Als selektiver positiver allosterischer Modulator (PAM) des mGluR5 wurde CDPPB (3-cyano-N-
(1,3-diphenyl-1Hpyrazol-5-yl)benzamid) gewählt, um mittels pharmakologischer Testungen 
die Hypothese zu überprüfen, dass dieser Wirkstoff die Dystonie im dtsz Hamster 
verschlimmert und damit weiteren Aufschluss über die pathophysiologische Bedeutung des 
mGluR5 gibt. Die verabreichten Dosierungen von 10 und 20 mg/kg i.p. wurden auch hier 
anhand bereits durchgeführter Studien in Nagermodellen gewählt, in denen die Substanz 
deutliche Effekte hervorrief (USLANER et al. 2009, LINS and HOWLAND 2016). Um die 
erwarteten negativen, aber auch mögliche positive Effekte auf die Dystonie nach Applikation 
des CDPPB erfassen zu können, wurden für diese Untersuchungen sowohl Hamster gewählt, 
die in den vorangegangen Dystonie-Induktionen kontinuierlich nur mittlere Dystoniestadien 
(3-4) zeigten, als auch Tiere, die stetig hohe Stadien (5-6) zeigten. Auch wenn die 
Ausgangshypothese bezüglich dieses Wirkstoffes nicht primär der Findung neuer 
Therapeutika diente, sahen wir in der positiven Modulation des mGluR5 einen wichtigen 
Ansatz, um die Rolle dieses Rezeptors im Dystoniegeschehen einordnen zu können und das 
Modell des dtsz-Hamster weiter hinsichtlich seiner Pathophysiologie zu charakterisieren.   
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Für die Untersuchung der Dichte und Verteilung des mGluR5 wurde zunächst eine 
immunhistochemische Fluoreszenzfärbung an 40 µm dicken coronalen Gehirnschnitten von 
dtsz Hamstern sowie gleichaltrigen nicht-dystonen Kontrolltieren durchgeführt. Um dabei die 
Einflüsse der altersabhängigen Dystonie der Hamstermutanten zu analysieren (RICHTER and 
LÖSCHER 1998), wurde die erste immunhistochemische Untersuchung (IHC) an Gehirnen 38 
Tage alter Tiere durchgeführt (Alter maximaler Dystonieausprägung), während die zweite IHC 
an Gehirnschnitten über 70 Tage alter Hamster (nach vollständiger Remission der Dystonie) 
realisiert wurde. Verwendet wurde ein für den mGluR5 spezifischer Primär-Antikörper aus 
dem Kaninchen, der in Vorversuchen für die IHC validiert und hinsichtlich eines optimalen 
Färbeprotokolls etabliert wurde. Dieser wurde mit einem Sekundär-Antikörper markiert, 
welcher im roten Bereich fluoresziert. Zur Untersuchung der Expression im Striatum und 
Cortex der Hamster wurden von jedem Tier in beiden Altersstufen drei striatale Gehirnschnitte 
(rostrales, mediales und caudales Striatum) für die IHC ausgewählt. An jedem dieser Schnitte 
wurde wiederum das Striatum in seine vier Quadranten (dorsolateral, dorsomedial, 
ventrolateral und ventromedial) eingeteilt und getrennt voneinander ausgewertet, um 
mögliche Verteilungsunterschiede auch innerhalb des Striatums erfassen zu können 
(GERNERT et al. 2000). Die Expression des mGluR5 im Cortex wurde ebenfalls in jedem der 
jeweils drei Gehirnschnitte analysiert und anschließend gemittelt. Als Methode zur 
Expressionsanalyse diente die Intensitätsmessung der Fluoreszenz mit dem 
Bildverarbeitungsprogramm Image J, da auf Grund der starken Expression des mGluR5 eine 
Zählung der einzelnen Rezeptoren selbst stichprobenartig nicht möglich war. Die 
Intensitätsmessung hingegen ist eine gute Alternative, weil die Gehirnschnitte aller Tiere einer 
Altersgruppe identisch behandelt und innerhalb einer IHC gefärbt wurden. Die zu messenden 
Bilder der jeweiligen Regionen wurden außerdem bei allen Schnitten mit denselben 
Einstellungen unter Verblindung der Genotypen aufgenommen. Die relativ hohe Schnittdicke 
von 40 µm, die die Bilder zum Teil verschwommen oder unspezifisch gefärbt aussehen ließ, 
spielte bei dieser Art der Messung keine Rolle. Die Spezifität der Färbung konnte unter 
höherer Vergrößerung (100 X) verifiziert werden, in der man die mGlu5 Rezeptoren als 
zahlreiche, aber einzeln abgrenzbare punktförmige Strukturen in den beschriebenen 
Lokalisationen wie Zelloberflächen und neuronalen Fortsätzen bzw. als Ringe um die 
Zellkernmembran der Neurone erkennen konnte (SERGIN et al. 2017). In weitergehenden 
Studien könnten IHC mit Doppelmarkierungen für Parvalbumin, Somatostatin oder Cholin-
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Acetyltransferase durchgeführt werden, um zu untersuchen, welche Neuronentypen von den 
Änderungen in der mGluR5-Expression betroffen sind. Dafür wären Aufnahmen mit einem 
Konfokalmikroskop hilfreich, um die Neuronen aller Ebenen in den entsprechenden Bereichen 
erfassen zu können.  
Für den Vergleich der mGluR5-Expression auf mRNA-Ebene im Striatum und Cortex wurde 
eine quantitative Echtzeit-PCR (RT qPCR) mit entsprechend präpariertem Probenmaterial von 
dtsz Hamstern und gleichaltrigen nicht-dystonen Kontrolltieren durchgeführt. Dafür wurden 
kommerzielle TaqMan-Gen-Expressions-Assays verwendet, für die passende Primer benötigt 
wurden. Generell sind für die Primerauswahl bestimmte Kriterien, wie die Primerlänge, die 
Primerlängendifferenz, die Schmelztemperatur, der Gehalt an Guanin und Cytosin sowie die 
Nukleotidkomposition am 3‘-Ende zu beachten (CHUANG et al. 2013). Für die TaqMan-Assays 
werden weiterhin Primer verwendet, die TaqMan-Sonden enthalten und hinsichtlich ihrer 
Annealing-Temperatur vom Hersteller evaluiert wurden. In dieser Arbeit wurde für den 
mGluR5 ein Primer aus dem Chinesischen Hamster (Cricetulus griseus) verwendet, da für den 
Syrischen Goldhamster (Mesocricetus auratus) kein entsprechender Primer zur Verfügung 
stand. Die verwendete Primersequenz wurde allerdings hinsichtlich Übereinstimmung mit der 
des Syrischen Goldhamsters überprüft. Da mittels der durchgeführten RT qPCR stabile 
Fluoreszenzkurven und ct-Werte („threshold cycle“-Werte) ermittelt werden konnten, ist fest 
davon auszugehen, dass der Primer erwartungsgemäß an die cDNA gebunden hat und somit 
für die Verifizierung der mGluR5-mRNA für die verwendeten Proben geeignet ist.   
Da die Quantifizierung der mRNA mittels RT qPCR als relativer Vergleich erfolgte, war die 
Auswahl von Bezugsgenen (sogenannte „housekeeping genes“) vor Versuchsbeginn sehr 
wichtig. Als stabil exprimierte Housekeeping-Gene wurden zunächst GapdH und Hprt 
ausgewählt, da sich diese bereits in früheren Studien als geeignete Bezugsgene im Hamster 
erwiesen hatten (AVCHALUMOV et al. 2014, BODE et al. 2017). Als ähnlich stabil zeigten sich 
in dieser Arbeit auch S18 und Ppia, weshalb die Auswertung nach der 2-Δct-Methode mit 
anschließender Normalisierung durch das geometrische Mittel aller vier stabil exprimierter 
Gene angewendet wurde, wie von VANDESOMPELE et al. (2002) beschrieben. Dazu wurde das 
Programm „geNorm“ genutzt. Diese Berechnung ist deutlich veritabler als die Verwendung 
nur eines „Referenzgens“, da das Ergebnis zu stark von Schwankungen dieses Gens abhängen 
würde und zu Fehlern in der Interpretation führen könnte (VANDESOMPELE et al. 2002).  
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Als weitere Methode zum quantitativen Proteinvergleich des mGluR5 in Hamstermutanten 
und Kontrolltieren wurden Western Blot (WB)-Untersuchungen mit Gehirnmaterial aus dem 
Striatum und Cortex durchgeführt. Da die Herstellerangaben die Eignung für diese Methode 
bestätigten, konnte derselbe mGluR5-Antikörper verwendet werden, der auch bei der IHC als 
Primär-Antikörper zum Einsatz kam, was Abweichungen der Ergebnisse auf Grund 
unterschiedlicher Bindungsaffinitäten oder -spezifitäten zweier verschiedener Antikörper 
ausschließt. Wie zuvor schon für diesen Antikörper beschrieben (IYO et al. 2010) konnten im 
Ergebnis unserer WB-Versuche immunreaktive Banden für mGluR5-Monomere bei ungefähr 
132 kDa detektiert werden, sowie Rezeptor-Homodimere bei einem hohen Molekulargewicht 
von circa 250-270 kDa. Somit wurde die Spezifität für diesen Antikörper im Hamstergewebe 
nochmals bestätigt. Für die Quantifizierung des Proteingehalts der mGluR5-Monomere bzw. -
Dimere wurde die Intensität der Banden zu denen eines Referenzproteins normalisiert. Als 
Referenzprotein wurde dabei β-Aktin verwendet, das stabil in allen eukaryotischen Zellen 
exprimiert wird, ein Molekulargewicht von circa 42 kDa besitzt und sehr häufig als loading 
control in Western Blot-Analysen eingesetzt wird (ZHANG R. et al. 2012).    
 
5.1.2 Untersuchungen im DYT1 KI-Modell 
Um mögliche Abweichungen hinsichtlich der mGluR5-Expression auch in einem ätiologischen 
Tiermodell der Dystonie zu untersuchen, wurden im DYT1 KI-Mausmodell eine IHC, eine RT 
qPCR sowie WB-Analysen analog zu denen im dtsz Hamster durchgeführt.  
Für die IHC wie auch für den WB konnte der gleiche (Primär-)Antikörper aus dem Kaninchen 
verwendet werden, mit dem auch die Gehirnproben der Hamster untersucht wurden. 
Verglichen wurde in diesem Teil der Arbeit jeweils die Dichte und Verteilung (IHC) bzw. die 
Menge (WB) an mGluR5-Protein zwischen striatalem und corticalem Gehirnmaterial von 6-
Monate alten DYT1 KI-Mäusen und gleichaltrigen Wildtyp-Wurfgeschwistern.  Die 
Durchführung, Auswertung und Diskussion der beiden Methoden zur Expressionsanalyse sind 
identisch mit denen, die unter 5.1.1 beschrieben wurden. 
Für die Untersuchung der mGluR5-mRNA Expression in den Mäusemutanten wurde ebenfalls 
eine RT qPCR unter Nutzung von TaqMan-Genexpressions-Assays durchgeführt. Als Primer für 
die mGluR5-cDNA konnte eine kommerziell erhältliche Maus-spezifische und mit TaqMan-
Sonde markierte Nukleotidsequenz verwendet werden. Als Housekeeping-Gene wurden 
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erneut Gapdh und Hprt herangezogen, ergänzt durch Eif4a2 und Atp5b, deren Stabilität im 
Gehirngewebe von Mäusen bereits in früheren Studien nachgewiesen und die dort als 
Bezugsgene für die RT qPCR verwendet wurden (RICHTER et al. 2019b). Die Auswertung 
erfolgte auch hier wie unter 5.1.1 beschrieben (VANDESOMPELE et al. 2002). 
Obwohl DYT1 KI-Mäuse keine Dystonie entwickeln und damit kein geeignetes Modell für 
präklinische pharmakologische Tests sind, um neue Therapeutika zu entwickeln (RICHTER and 
RICHTER 2014), wurden in dieser Arbeit dennoch pharmakologische Untersuchungen mit 
dem mGluR5-PAM CDPPB an DYT1 KI-Mäusen durchgeführt. Auf Grund inhomogener 
Ergebnisse in den Expressionsuntersuchungen zum mGluR5, die für Veränderungen dieses 
Rezeptors auch in diesem Dystoniemodell sprachen, und der generalisierten Dyskinesien, die 
als Nebenwirkung der CDPPB-Applikation im dtsz Hamster auftraten, sollte mit dieser 
Untersuchung überprüft werden, ob CDPPB auch in DYT1 KI-Mäusen dystone oder 
dyskinetische Bewegungen hervorrufen kann. Als erste Gruppe wurden 6-Monate-alte DYT1 
KI-Mäuse sowie gleichaltrige Wildtyp-Wurfgeschwister gewählt, weil bisher aufgedeckte 
Defizite in diesem Modell hauptsächlich in dieser Altersstufe gezeigt wurden (DANG et al. 
2005, RICHTER et al. 2017). Obwohl bei jüngeren Tieren nur geringgradige Abweichungen 
darstellbar waren (SONG et al. 2012), beginnt die DYT1-Dystonie beim Menschen meist im 
frühen Jugendalter, weshalb eine zweite Tiergruppe im Alter von 4-6 Wochen in die 
pharmakologischen Untersuchungen einbezogen wurde. Obwohl für Verhaltensversuche in 
der Regel nur männliche Tiere verwendet werden, da vergangene Studien in weiblichen Tieren 
nur geringere Unterschiede zeigten (DANG et al. 2005), wurden für diese Experimente Tiere 
beider Geschlechter gewählt. Grund dafür ist die Untersuchung der pharmakologischen 
Wirkungen des CDPPB (insbesondere das mögliche Auftreten von Dyskinesien), die hier das 
vordergründige Ziel darstellten und unabhängig vom Geschlecht der Mäuse auftreten sollten. 
Die Dosierungen des Wirkstoffs CDPPB (10, 20 und 30 mg/kg i.p.) wurden in Anlehnung an die 
Versuche in der Hamstermutante bzw. an vorherige Studien in Nagern (USLANER et al. 2009, 
LINS and HOWLAND 2016) gewählt. Um die Mäuse nach der Injektion optimal beobachten zu 
können, wurden sie in ein „Open field“ gesetzt und ihre Bewegungen mit einer Kamera 
aufgezeichnet. Da die Tiere sich schnell an das für sie reizlose „Open field“ gewöhnen und ihre 
Aktivität mit jedem erneuten Aufenthalt darin abnimmt, wurden die Versuche als Cross-over-
Studie durchgeführt. Das bedeutet, dass die vier Injektionen (drei Dosierungen + Vehikel) für 
jedes Tier in zufälliger und somit unterschiedlicher Reihenfolge stattfanden, um die 
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Habituationseffekte an das „Open field“ zu relativieren. Als Beobachtungs- und 
Aufzeichnungszeitraum wurden 90 Minuten gewählt, weil innerhalb dieser Zeitspanne die 
dyskinetischen Effekte in den dtsz Hamstern auftraten und mögliche Wirkungen auf die akute 
Applikation auch in den DYT1 KI-Mäusen in diesem Zeitraum zu erwarten waren. Während die 
Beobachtung der Tiere durch einen Untersucher, der zwar keine Kenntnis vom Genotyp des 
Tieres, jedoch von der applizierten Dosierung hatte, subjektiven Einflüssen unterlag, konnte 
die Auswertung des Bewegungsmusters und der Aktivität der Mäuse durch 
Kameraaufzeichnungen mittels einer Tracking-Software zusätzlich in objektiver Weise 
erfolgen. Als Parameter dafür wurden die zurückgelegte Strecke der Tiere pro Minute und die 
Geschwindigkeit dieser zurückgelegten Strecke ausgewertet und zwischen Mutante und 
Wildtypen einer Altersgruppe sowie zwischen den beiden Geschlechtern verglichen, wie es 
bereits in vorherigen Untersuchungen in diesem Tiermodell praktiziert wurde (RICHTER et al. 
2019a). Mit Hilfe der Tracking-Software wäre auch die Auswertung weiterer Parameter wie 
Frequenz der Immobilität, Thigmotaxis, Putzverhalten oder der Aufenthalt in bestimmten 
Zonen des „open fields“ problemlos möglich gewesen, jedoch wurde mangels Genotyp-
Unterschieden in den zwei zuerst gewählten Parametern darauf verzichtet.  
 
5.2 Ergebnisse 
In den pharmakologischen Untersuchungen im dtsz Hamster rief Fenobam in keiner der 
getesteten Dosierungen antidystone Effekte hervor und verzögerte auch nicht das Einsetzen 
der Dystonie. Auch sichtbare Nebenwirkungen, außer einer Reduktion der Spontanaktivität 
der Tiere in den ersten 10 bis 30 Minuten nach der Injektion, traten nicht auf. Auf Grund der 
unter 5.1 beschriebenen Selektivität des Wirkstoffs sowie der bereits in vorherigen Nager-
Studien gewählten Dosierungen von Fenobam ist das Ausbleiben antidystoner Effekte 
höchstwahrscheinlich nicht auf inadäquate Dosierung oder unpassende pharmakokinetische 
Eigenschaften des Wirkstoffs zurückzuführen. Der leichte aktivitätsreduzierende Effekt 
innerhalb der ersten halben Stunde nach Injektion lässt uns zudem darauf schließen, dass die 
Substanz an ihrem Wirkort im Gehirn der Tiere angekommen ist, weil diese Nebenwirkungen 
nach Injektion des Vehikels nicht aufgetreten sind. Da Dystoniepatienten auf 
Therapieversuche oftmals erst zeitverzögert ansprechen, wäre eine weiterführende 
Untersuchung mit dem NAM Fenobam im Rahmen einer chronischen oder mehrfachen 
Applikation möglich. Dagegen spricht allerdings, dass antidyston wirkende Substanzen 
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anderer Klassen in früheren Studien durchaus in der Lage waren, im dtsz Hamstermodell auch 
nach einmaliger Applikation akute Verbesserungen der Dystoniesymptomatik zu erzielen 
(SPRÖTE et al. 2016, HAMANN et al. 2017). Um die Auswirkungen der Inhibition des mGluR5 
auf die Dystonie in der Hamstermutante weitergehend zu untersuchen, wären zusätzliche 
Versuche mit anderen negativen allosterischen Modulatoren denkbar. Dafür infrage käme 
beispielsweise der NAM Mavoglurant (AFQ056), der in Tiermodellen zur LID erfolgreich 
getestet wurde (GREGOIRE et al. 2011), dafür aber in Phase-II-Studien am Menschen wegen 
mangelnder Wirksamkeit auf die LID versagte (TRENKWALDER et al. 2016, SEBASTIANUTTO 
and CENCI 2018). Auch der NAM Dipraglurant (ADX48621) könnte als weitere Substanz im dtsz 
Hamster auf antidystone Effekte getestet werden, da auch dieser Wirkstoff in Tiermodellen 
(v.a. bei Primaten) zur LID die Schwere der Dyskinesien verringern konnte (BEZARD et al. 2014, 
TISON et al. 2016).  
Auf Grund der robusten negativen Ergebnisse der Untersuchungen von Fenobam im dtsz 
Hamster schlussfolgern wir aber, dass Inhibitoren des mGluR5 keine vielversprechenden 
Therapeutika für erbliche Dystonien darstellen. Obwohl die LID und die Dystonie 
Gemeinsamkeiten in der Pathophysiologie und der Symptomatik aufweisen, sind die dennoch 
bestehenden Unterschiede der beiden Erkrankungskomplexe in Bezug auf die Therapie mit 
hemmenden Wirkstoffen am mGluR5 offenbar ausschlaggebend.  
Auch die Applikation des PAM CDPPB brachte in beiden getesteten Dosierungen weder pro- 
noch antidystone Effekte in den Hamstermutanten hervor. Die Dauer bis zum Einsetzen der 
abnormen Bewegungsabfolge in den dtsz Tieren blieb ebenfalls unbeeinflusst. Das unterstützt 
die nach den Versuchen mit Fenobam aufgestellte Vermutung, dass eine Modulation des 
mGluR5 keine Effekte auf die Dystonieschwere hat. Dass der Wirkstoff CDPPB jedoch ebenfalls 
seine Zielstrukturen im Gehirn erreichte und damit das Potenzial hatte, auf die 
Dystoniesymptomatik einzuwirken, wird auch in diesen Untersuchungen durch das Auftreten 
von Nebenwirkungen deutlich. Diese fielen, im Gegensatz zu denen des NAM Fenobam, 
deutlich stärker und langanhaltender aus. So zeigten die Hamster zusätzlich zu ihrer 
bekannten Abfolge dystoner Bewegungen generalisierte Dyskinesien, die sich als seitliches 
Zusammenziehen des Körpers im Bereich des Rumpfes äußerten. Die Dyskinesien begannen 
bereits wenige Minuten nach Injektion des CDPPB und hielten individuell unterschiedlich 30 
bis teilweise über 60 Minuten an. Da die Nebenwirkungen den üblichen Verlauf der Dystonie 
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in den Hamstern nicht überlagerten, konnte das Scoring der Dystoniestadien standardmäßig 
durchgeführt werden, was zur Erkenntnis führte, dass die Dystonie an sich von den 
Dyskinesien unbeeinflusst blieb. Dass CDPPB jedoch nur in Hamstermutanten zu diesen 
spezifischen axialen Dyskinesien führt, zeigten zusätzliche Versuche mit nicht-dystonen 
Kontrolltieren, bei denen gleiche Dosierungen CDPPB keinerlei abnorme Bewegungen oder 
andere Auffälligkeiten auslösten.  Somit ist diese Art der Nebenwirkung nicht als 
speziesspezifisch für Syrische Goldhamster anzusehen, auch wenn in früheren CDPPB-Studien 
mit anderen Spezies Dyskinesien nicht als unerwünschte Effekte auftraten (USLANER et al. 
2009). Da die durch CDPPB verursachten axialen Dyskinesien aber den abnormen Bewegungen 
im Rattenmodell der LID ähneln (LUNDBLAD et al. 2002, SANDER et al. 2012), wird die 
Hypothese unterstützt, dass die Modulation des mGluR5 in der LID eine wichtige Rolle spielt, 
nicht aber in der Behandlung der Dystonie. Dennoch ließen die spezifischen Nebeneffekte, die 
ausschließlich in dtsz Hamstern auftraten, auf Genotyp-spezifische Veränderungen in der 
Dichte oder Verteilung der mGlu5-Rezeptoren schließen, was uns dazu bewegte, die 
Expression an Gehirnen dystoner und nicht-dystoner Hamster zu untersuchen.   
Der erste Untersuchungskomplex der Expressionsanalysen bestand in der Fluoreszenz-IHC von 
Gehirnschnitten junger dtsz Hamster in der Phase der maximalen Dystonieausprägung im 
Vergleich zu gleichaltrigen Kontrolltieren. Hier zeigte sich eine signifikant höhere Dichte an 
mGluR5 in allen Subregionen des Striatums sowie im Cortex der untersuchten dystonen 
Hamster. In einer zweiten IHC-Färbung nach gleichem Schema wurde der mögliche 
Zusammenhang einer altersabhängigen mGluR5-Expression mit der altersabhängigen 
Dystonieausprägung an Gehirnschnitten über 70 Tage alter dtsz Hamster (nach Remission der 
Dystonie) und gleichaltriger nicht-dystoner Kontrolltiere untersucht. Tatsächlich war im 
Striatum wie auch im Cortex der Hamster dieser Altersstufe nun eine ähnlich hohe Dichte an 
mGluR5 in beiden Genotypen festzustellen. Hierbei war besonders interessant zu erkennen, 
dass die mGluR5-Expression im Striatum wie auch im Cortex der Kontrollhamster mit dem 
Alter scheinbar anstieg, während die Rezeptordichte in den Hamstermutanten vor allem im 
Striatum mit zunehmendem Alter abnahm. Um diese Effekte auf mRNA-Ebene zu überprüfen, 
wurden von Gehirnmaterial junger dtsz Hamster im Alter maximaler Dystonieausprägung und 
in gleichaltrigen Kontrolltieren RT qPCR-Analysen durchgeführt. Diese konnten die in der IHC 
ermittelten Expressionsunterschiede im mGlu5-Rezeptor weder für den Cortex noch für das 
Striatum bestätigen. In beiden Regionen waren die mGluR5-mRNA-Gehalte in 
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Hamstermutanten und nicht-dystonen Kontrolltieren vergleichbar hoch. Deshalb führten wir 
als dritte Untersuchung zur mGluR5-Expression WB-Analysen an Gehirnmaterial aus Cortex 
und Striatum beider Genotyp-Gruppen durch. Doch auch hier konnten keine signifikanten 
Unterschiede bezüglich des mGluR5 zwischen dtsz Hamstern und nicht-dystonen 
Kontrolltieren gefunden und damit die Ergebnisse der IHC nicht bestätigt werden.  
Trotz der ausbleibenden Genotyp-Unterschiede in der RT qPCR und im WB sind die ermittelten 
Differenzen in der mGlu5-Rezeptordichte zwischen dtsz Hamstern im Alter der höchsten 
Dystonieausprägung vs. nicht-dystonen Kontrollhamstern, die in der Fluoreszenz-IHC deutlich 
wurden, sehr offensichtlich und über mehrere Versuchsdurchgänge hinweg stabil. Deshalb 
sind wir überzeugt, dass die IHC-Ergebnisse keine Artefakte oder Folgen einer unspezifischen 
Bindung des Antikörpers bzw. einer Hintergrund-Fluoreszenz sind. In hoher Vergrößerung 
(100 X) konnten wir die spezifischen Lokalisationen der mGluR5 auf den Zellmembranen sowie 
auf intrazellulären Strukturen wie der Zellkernmembran darstellen, wie sie auch in der 
Untersuchung von SERGIN et al. (2017) beschrieben wurden, und damit das spezifische 
Färbeverhalten des verwendeten Antikörpers nachweisen.  
Da sich jedoch in den mRNA-Gehalten des mGluR5 keine Genotyp-Unterschiede zeigten, ist 
davon auszugehen, dass die altersabhängige höhere Dichte in den jungen dtsz Hamstern nicht 
durch eine vermehrte Rezeptorsynthese zustande kommt, da es sonst auch in der mRNA eine 
Erhöhung in den Hamstermutanten gäbe. Unstimmigkeiten zwischen der Proteinexpression 
und des mRNA-Gehalts konnten jedoch bereits in früheren Studien beobachtet werden 
(FATEMI et al. 2013) und erklären sich wahrscheinlich durch posttranskriptionelle 
Veränderungen der mRNA, wie alternativen Spleißen, Capping oder Polyadenylierung. Das 
wiederum würde die Hypothese der maladaptiven Plastizität unterstützen, welche die 
mGluR5 maßgeblich betrifft (ANWYL 2009) und die höchstwahrscheinlich einen wichtigen 
Anteil an der Pathophysiologie von Dystonien darstellt (PETERSON et al. 2010).  
Die Diskrepanzen in der Proteinexpression zwischen IHC und WB wiederum können am 
ehesten damit erklärt werden, dass konformationsspezifische Epitope des mGluR5 zwar in der 
IHC detektiert werden können, nicht aber im WB, da für letztere Methode eine umfangreiche 
Probenaufarbeitung für die Proteinextraktion nötig ist, welche möglicherweise unbeabsichtigt 
zur Zerstörung einiger Strukturen führen kann. Die Ausbildung solcher 
konformationsspezifischer Epitope ist bei mGlu5-Rezeptoren durchaus häufig zu beobachten, 
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indem sie beispielsweise große Cluster bilden, während der intrazellulär gelegene C-Terminus 
mit Proteinen interagiert, die die Rezeptorkommunikation, Desensibilisierung, Endozytose 
und Mobilität regulieren (SERGE et al. 2002, DHAMI and FERGUSON 2006). Da im WB aber, 
anders als bisher beschrieben, keine höhere mGluR5-Expression im Striatum im Vergleich zum 
Cortex ermittelt werden konnte (PATEL et al. 2007), ist es auch möglich, dass mit dieser 
Methode prinzipiell nicht alle verfügbaren mGluR5 detektiert werden konnten. Andererseits 
wäre es auch denkbar, dass im Gesamtrezeptorprotein tatsächlich keine Genotyp-abhängigen 
Unterschiede bestehen, was auch die ausbleibenden pharmakologischen Effekte der mGluR5-
Modulatoren auf die Dystonieschwere sowie die ähnlichen mRNA-Gehalte beider 
Vergleichsgruppen nahelegen würden. Stattdessen könnten Konformationsänderungen im C-
Terminus des Rezeptors dazu führen, dass der Antikörper in dystonen Hamstern vermehrt an 
die präsentierten Epitope binden kann und so die erhöhte Fluoreszenzintensität in den dtsz 
Hamstern in der IHC zu erklären wären.   
Um die mögliche Rolle des mGluR5 in der Pathophysiologie der Dystonie weiter zu 
untersuchen, wurden die im dtsz Modell beschriebenen Expressionsanalysen auch in DYT1 KI-
Mäusen durchgeführt. Ebenso wie in der Hamstermutante wurden im DYT1 KI-Modell bereits 
in früheren Untersuchungen eindeutige Hinweise auf eine gestörte striatale Plastizität 
gefunden (RICHTER and RICHTER 2014). Auch weisen vorangegangene ex vivo Versuche im 
DYT1-Mausmodell darauf hin, dass der mGluR5 vermutlich in diesen Anomalitäten der 
Plastizität involviert ist, da eine negative Modulation des Rezeptors mit Dipraglurant zur 
Normalisierung der Überaktivität striataler cholinerger IN führte (SCIAMANNA et al. 2014).  
Im Rahmen unserer Untersuchungen zur mGluR5-Verteilung und –dichte zeigten sich in der 
Fluoreszenz-IHC keine signifikanten Unterschiede zwischen 6-Monate-alten DYT1 KI-Mäusen 
und gleichaltrigen Wildtyp-Wurfgeschwistern im Gesamtstriatum, wohingegen im ventralen 
Anteil des Striatums geringere Rezeptordichten in den DYT1 KI-Tieren messbar waren. Auch 
im Motorcortex war der Anteil an mGluR5 in der Mausmutante deutlich geringer als in den 
Wildtypen. In der anschließend durchgeführten RT qPCR waren die mGluR5-mRNA-Gehalte im 
Cortex allerdings in beiden Genotypen ähnlich hoch, während die striatale mRNA in den DYT1 
KI-Mäusen signifikant niedriger war. Zur Aufdeckung dieser Ungereimtheiten haben wir auch 
hier WB-Untersuchungen angeschlossen, mit dem Ergebnis, dass sich weder im Cortex noch 
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im Striatum Unterschiede im mGluR5-Proteingehalt zwischen Wildtypen und DYT1 KI-Mäusen 
zeigten.  
Obwohl wir also auf Grund der vorangegangen Studien von SCIAMANNA et al. (2014) und 
unseren Ergebnissen im dtsz Hamstermodell (siehe oben) erwartet hätten, dass die mGluR5-
Expression auch in DYT1 KI-Mäusen im Vergleich zu Wildtypen erhöht ist, mussten wir 
feststellen, dass allenfalls das Gegenteil der Fall ist. Da sowohl in der IHC im Gesamtstriatum 
als auch im WB des striatalen Probenmaterials keine signifikanten Unterschiede der mGluR5-
Expression zwischen den Genotypen vorlagen, ist davon auszugehen, dass die niedrigeren 
mRNA-Gehalte in den DYT1 KI-Mäusen nicht prinzipiell zu einer geringeren Proteinsynthese 
führen. Stattdessen ist es wahrscheinlicher, dass Zell-spezifische bzw. Subregionen-spezifische 
Veränderungen im mGluR5-Protein im Striatum der Mausmutanten vorliegen. Wie auch schon 
bei den Ergebnissen im Hamstermodell diskutiert, ist es außerdem nicht unüblich, dass 
Diskrepanzen zwischen den mRNA- und Proteingehalten von mGluR5, wie sie in unseren 
Versuchen bei den DYT1 KI-Mäusen im Cortex auftraten, vorkommen (FATEMI et al. 2013). 
Weiterhin kann die verringerte mGluR5-Expression, die mittels IHC im Cortex der 
Mausmutante gefunden wurde, aber mit WB nicht bestätigt werden konnte, auch hier an der 
Bildung konformationsspezifischer Epitope liegen, die auf Grund der 
Probenaufreinigungsprozesse im WB nicht detektiert werden konnten (SERGE et al. 2002, 
DHAMI and FERGUSON 2006).  
Insgesamt lässt sich anhand der Expressionsanalysen in den DYT1 KI-Mäusen die Hypothese, 
dass die striatale Überexpression des mGluR5 wie wir sie im dtsz Hamster nachweisen konnten, 
ein pathophysiologisches Merkmal ist, dass generell bei Dystonien auftritt, nicht bestätigen. 
Trotzdem weisen die Unterschiede in DYT1 KI-Mäusen im Vergleich zu Wildtypen darauf hin, 
dass durchaus Veränderungen in der mGluR5-Expression vorliegen, was wiederum die 
generell vorherrschende Theorie der veränderten corticostriatalen Plastizität als wichtiger 
Bestandteil der Pathophysiologie von Dystonien bestätigt (KÖHLING et al. 2004, PETERSON et 
al. 2010). Wenn man den Anstieg der LTP und die Abnahme der LTD betrachtet, die im 
corticostriatalen Bereich an Gehirnschnitten DYT1-mutanter Tiere gemessen wurden 
(MARTELLA et al. 2009), könnte man schlussfolgern, dass die verringerte mGluR5-Expression 
in den DYT1 KI-Mäusen auf eine Downregulation als Reaktion auf erhöhte glutamaterge 
Stimulation zurückzuführen ist. Andererseits kann eine erhöhte extrazelluläre Glutamat-
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Konzentration auch mit einer erhöhten Dichte von mGluR5 im Striatum einhergehen, wie sich 
in einem Hemiparkinson-Rattenmodell zeigte (SHI et al. 2019). Um das zu überprüfen, 
müssten in weiterführenden Studien die corticalen und striatalen Glutamatlevels in DYT1 KI-
Mäusen vergleichend zu Wildtyp-Geschwistern gemessen und analysiert werden. 
In dieser Arbeit wurde weiterführend untersucht, ob die Unterschiede in der mGluR5-
Expression der DYT1 KI-Mäuse möglicherweise einen Einfluss auf die pharmakologische 
Wirkung des PAM CDPPB haben. Insbesondere sollte damit die Hypothese überprüft werden, 
ob CDPPB in den gleichen Dosierungen wie sie zur Untersuchung der dtsz Hamster verwendet 
wurden, in den DYT1 KI-Mäusen ebenfalls dyskinetische Bewegungsstörungen auslösen kann. 
Die Versuche zeigten jedoch, dass keine der drei applizierten Dosierungen, weder bei 4-6 
Wochen alten, noch bei 6-Monate alten Tieren, zu abnormen Bewegungen führte. Auch zeigte 
keines der Tiere Veränderungen im Bewegungsverhalten im Vergleich zu gleichaltrigen 
Wildtypen, was die Analysen von zurückgelegter Distanz und Bewegungsgeschwindigkeit 
offenlegten. Wie oben beschrieben wurde der Wirkstoff auf Grund seiner Selektivität, seiner 
Fähigkeit des Überwindens der Blut-Hirn-Schranke sowie bereits in Untersuchungen mit 
Nagern etablierten Dosierungen gewählt (KINNEY et al. 2005, USLANER et al. 2009, LINS and 
HOWLAND 2016). Somit hängt das Ausbleiben der pharmakologischen Effekte 
höchstwahrscheinlich nicht mit einer inadäquaten Dosierung oder der Auswahl eines 
ungünstigen Wirkstoffes zusammen. Auch die Entwicklung einer Toleranz, wie sie in einer 
Studie mit Ratten, die über 7 Tage jeweils täglich eine Injektion mit 30 mg/kg CDPPB i.p. 
appliziert bekamen, auftraten, ist in unseren Versuchen unwahrscheinlich. Zum einen, weil die 
Mäuse zwischen zwei aufeinanderfolgenden Injektionen mindestens drei Tage Zeit für die 
Elimination des Wirkstoffes erhielten, dessen Eliminationshalbwertszeit mit 4,4 Stunden 
zudem sehr kurz ist (KINNEY et al. 2005). Zum anderen wurde den DYT1 KI-Mäusen und ihren 
Wildtyp-Geschwistern nur einmal überhaupt die Höchstdosis von 30 mg/kg verabreicht.  
Insgesamt bestätigen die Ergebnisse der Untersuchungen im DYT1 KI-Modell die Vermutung, 
dass der mGluR5 keine Schlüsselrolle in der Pathophysiologie der Dystonie spielt, wie es sich 
bereits in den Versuchen im dtsz Modell angedeutet hatte. Dennoch unterstützen die 
Resultate die bestehende Hypothese der gestörten corticostriatalen Plastizität als eine der 
relevanten Ursachen für die Entstehung von Dystonien. Um die exakte Funktion des mGluR5 
in den komplexen Regelkreisen der Basalganglien verifizieren zu können, müssten weitere 
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Studien folgen, in denen die Expression des Rezeptors in bestimmten Neuronenpopulationen 
des Striatums und des Cortex wie auch in weiteren Regionen, die mit der Dystonie in 
Verbindung gebracht werden, untersucht werden. Die vorliegenden Ergebnisse zur basalen 
Expression des mGluR5 stellen eine wichtige Grundlage für weitere Untersuchungen zu den 
Mechanismen der Tiefen Hirnstimulation dar, die verschiedene Marker der neuronalen 
Plastizität wie metabotrope Glutamatrezeptoren in diesen Dystoniemodellen einschließen 
werden.  
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Einleitung: Dystonien sind neurologisch bedingte Bewegungsstörungen, bei denen es zu 
unwillkürlichen Muskelkontraktionen kommt, die zu abnormen Körperhaltungen und 
Bewegungsabläufen führen. Auf Grund unzureichender Kenntnisse zur Pathophysiologie sind die 
therapeutischen Möglichkeiten stark limitiert, was die Erforschung neuer Zielstrukturen und Pharmaka 
in Tiermodellen unerlässlich macht. Da anhand bisheriger Studienergebnisse eine gestörte 
corticostriatale Plastizität und veränderte Netzwerkaktivitäten im Bereich der Basalganglien als 
wahrscheinlichste Hauptursachen für die Entstehung von Dystonien diskutiert werden, werden 
strukturelle und funktionelle Veränderungen sowie mögliche Ansatzstellen neuer Therapeutika vor 
allem in diesem Gehirnareal untersucht. Ziele der Untersuchungen: Als eine mögliche neue 
Zielstruktur für Pharmaka zur Behandlung von Dystonien sollte der metabotrope Glutamatrezeptor 5 
(mGluR5) in zwei verschiedenen Tiermodellen der Dystonie untersucht werden. Der mGluR5 ist 
besonders im Bereich des Striatums, der Eingangsstruktur der Basalganglien, stark exprimiert und 
zudem maßgeblich an der Regulierung der synaptischen Plastizität beteiligt. Weiterhin konnten in der 
Behandlung einer symptomatisch verwandten Bewegungsstörung, der Levodopa-induzierten 
Dyskinesie, mit antagonisierenden Substanzen am mGluR5 bereits erste Erfolge erzielt werden. Tiere, 
Material und Methoden: Zunächst erfolgten pharmakologische Untersuchungen mit dem negativen 
allosterischen Modulator Fenobam (20-50 mg/kg intraperitoneal, i.p.) und dem positiven 
allosterischen Modulator CDPPB (10-20 mg/kg i.p.) am mGluR5 im dtsz Hamstermodell, einem 
phänotypischen Modell der paroxysmalen Dystonie. Dabei wurden die akuten Effekte der Substanzen 
auf die Dystonieschwere der Tiere sowie auftretende Nebenwirkungen aufgezeichnet (n=8-10 pro 
Testdosis). Der Vergleich des Dystoniescores erfolgte jeweils zu einer Vehikelvor- und -nachkontrolle 
im selben Tier und wurde mittels Varianzanalyse (ANOVA) mit wiederholten Messungen für nicht 
parametrische Daten analysiert. Zusätzlich wurde an Gehirnen von dtsz Hamstern (n=7) im Vergleich zu 
nicht-dystonen Kontrolltieren (n=7) die Expression des mGluR5 im Striatum und Cortex untersucht. 
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Dazu wurde zunächst eine immunhistochemische (IHC) Fluoreszenzfärbung in zwei Altersstufen der 
Tiere durchgeführt. Die Quantifizierung der Proteinexpression erfolgte weiterhin mittels Western Blot 
(WB), während die mGluR5-mRNA-Expression durch quantitative Echtzeit-PCR (RT qPCR) ermittelt 
wurde. Im zweiten Teil der Arbeit wurden oben genannte Untersuchungen zur Protein- und mRNA-
Expression des mGluR5 im DYT1 knock-in (KI) Mausmodell durchgeführt, einem Tiermodell der 
häufigsten erblichen, persistenten Dystonieform des Menschen. Die Analysen der Gehirne erfolgten 
an männlichen 6-Monate alten DYT1 KI-Mäusen (n=6) im Vergleich zu Wildtyp-Wurfgeschwistern 
(n=6). Die Ergebnisse von IHC und WB wurden jeweils mittels Zwei-Wege-ANOVA und anschließendem 
Holm-Sidak-Test statistisch ausgewertet, während die Rohdaten der RT qPCR mittels Mann Whitney 
U-Test analysiert wurden. Die Signifikanz wurde für alle statistischen Tests auf p<0,05 festgelegt. 
Weiterhin wurden auch in diesem Modell pharmakologische Untersuchungen mit CDPPB (10-30 mg/kg 
i.p.) durchgeführt, um mögliche Effekte auf das Verhalten und die Bewegungsaktivität der Mäuse zu 
analysieren. Hierzu erfolgten Substanzapplikationen im Rahmen einer Cross-over-Studie (drei 
Dosierungen und Vehikel) an DYT1 KI-Tieren (n=6) und Wildtyp-Wurfgeschwistern (n=6) im Alter von 
4-6 Wochen und 6 Monaten. Die Auswertung der Parameter für die Bewegungsaktivität erfolgte 
mittels Zwei-Wege-ANOVA. Ergebnisse: Beide Modulatoren des mGluR5 erzielten in allen getesteten 
Dosierungen keine Effekte auf die Dystonieschwere in den dtsz Hamstern. Allerdings löste CDPPB 
zusätzlich zur Dystoniesymptomatik Anzeichen einer generalisierten, axialen Dyskinesie bei der dtsz 
Mutante, aber nicht in nicht-dystonen Kontrollhamstern aus. Der daraufhin vermutete Unterschied in 
der Expression des mGluR5 bestätigte sich mittels IHC, in der sich eine 35 % höhere Rezeptorexpression 
im Striatum und Cortex von dtsz Hamstern im Alter der stärksten Dystonieausprägung im Vergleich zu 
gleichaltrigen Kontrolltieren (p<0,01) zeigte. Die Differenzen zwischen den Genotypen bestätigten sich 
nicht mittels WB und RT qPCR. Im DYT1 KI-Modell hingegen war die striatale mGluR5-mRNA erheblich 
geringer exprimiert als in den Wildtyp-Mäusen (p<0,05). Dies zeigte sich auch mittels IHC im ventralen 
Striatum (p<0,05; ANOVA), während im WB keine Genotyp-Unterschiede in der mGluR5-Protein-
Expression zu erkennen waren. Die Applikation des CDPPB verursachte in den DYT1 KI-Mäusen weder 
abnorme Bewegungen noch Veränderungen im Lokomotionsverhalten. Schlussfolgerungen: Auf 
Grund der teilweise inhomogenen Ergebnisse der Rezeptorstudien in beiden Tiermodellen und dem 
ausbleibenden erwarteten positiven Effekt des negativen allosterischen Modulators Fenobam auf die 
Dystonieschwere im dtsz Hamster, scheint der mGluR5 keine Schlüsselrolle in der Pathophysiologie der 
Dystonie zu spielen und auch nicht als Ansatzpunkt für antidystone Pharmaka geeignet zu sein. 
Dennoch weisen die Expressionsunterschiede in beiden Modellen auf eine Dysregulation des mGluR5 
hin und bestätigen eine gestörte corticostriatale Plastizität im Dystoniegeschehen. Die Überexpression 
des mGluR5, wie sie sich im dtsz Modell zeigte, ist offensichtlich jedoch keine generelle Veränderung 
bei verschiedenen Dystonieformen, weil sie im DYT1 KI-Modell nicht nachweisbar war.   
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Introduction: Dystonia is a neurological movement disorder in which involuntary muscle contractions 
lead to abnormal postures and movement patterns. Due to insufficient knowledge of the 
pathophysiology, therapeutic options are very limited, which makes the research of new target 
structures and drugs in animal models indispensable. Since previous studies indicate that impaired 
corticostriatal plasticity and altered network activities in the basal ganglia are critically involved in the 
development of dystonia, structural and functional examinations as well as possible targets for new 
therapeutics are investigated especially in these brain areas. Objectives: As a possible new drug target 
for the treatment of dystonia, the metabotropic glutamate receptor 5 (mGluR5) was investigated in 
two different animal models of dystonia. The mGluR5 is particularly strongly expressed in the striatum, 
the entry structure of the basal ganglia, and is also significantly involved in the regulation of synaptic 
plasticity.  Furthermore, initial success has already been achieved in the treatment of a 
symptomatically related movement disorder, the levodopa-induced dyskinesia, with antagonizing 
substances on mGluR5. Animals, material and methods: At first, pharmacological studies with the 
negative allosteric mGluR5 modulator fenobam (20-50 mg/kg intraperitoneally, i.p.) and the positive 
allosteric modulator CDPPB (10-20 mg/kg i.p.) were performed in the dtsz hamster model, a phenotypic 
model of paroxysmal dystonia. The acute effects of both substances on the severity of dystonia in these 
animals (n=8-10 per tested dose) as well as adverse effects were documented. The dystonia score was 
compared to a vehicle pre and post control in the same animal and was analyzed by analysis of variance 
(ANOVA) with repeated measurements for non-parametric data. Furthermore, the expression of 
mGluR5 in the striatum and cortex of the brains of dtsz hamsters (n=7) was investigated in comparison 
to non-dystonic control animals (n=7). For this purpose, an immunohistochemical (IHC) fluorescence 
staining was carried out in two age groups of the animals. The quantification of protein expression was 
further performed by Western blot (WB), while mGluR5 mRNA expression was determined by 
quantitative real-time PCR (RT qPCR). In the second part of the work, the above-mentioned 
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investigations of protein and mRNA expression of mGluR5 were performed in the DYT1 knock-in (KI) 
mouse model, an animal model of the most common hereditary form of persistent dystonia in humans. 
Brain analyses were conducted in male 6-month-old DYT1 KI mice (n=6) compared to wild type 
littermates (n=6). The IHC and WB results were each statistically evaluated using two-way ANOVA 
followed by Holm-Sidak test, while raw RT qPCR data were analyzed using Mann Whitney U-test. 
Significance was stated at p<0.05 for all statistical tests. Furthermore, pharmacological studies were 
performed with the positive allosteric mGluR5 modulator CDPPB (10-30 mg/kg i.p.) in this model to 
analyse possible effects on the behaviour and motor activity of the mice. For this purpose, the 
substance was applied in a cross-over study (three doses and vehicle) in DYT1-KI animals and wild type 
littermates aged 4-6 weeks and 6 months. The evaluation of movement parameters was performed 
using two-way ANOVA. Results: Both modulators of mGluR5 had any effect on the severity of dystonia 
in dtsz hamsters at all doses tested. However, CDPPB caused signs of generalized axial dyskinesia in 
mutant hamsters in addition to dystonia symptoms, while dyskinesia was not induced in non-dystonic 
control hamsters. The suspected difference in the expression of mGluR5 was confirmed by IHC, which 
showed a 35% higher receptor expression in the striatum and cortex of dtsz hamsters at the age of the 
highest severity of dystonia compared to age-matched control animals (p<0.01). The difference could 
not be confirmed in WB or RT qPCR. In contrast, in the DYT1 KI model, the mGluR5 mRNA was 
significantly less expressed in the striatum of KI mice than in the wildtype mice (p<0.05). This was also 
shown by IHC in the ventral striatum (p<0.05, ANOVA) whereas in the WB no genotype differences in 
mGluR5 protein expression became evident. The application of CDPPB did neither cause abnormal 
movements nor changes in locomotor activity in the DYT1 KI mice. Conclusions: Based on the partially 
inhomogeneous results of the receptor studies in both animal models and the lack of the expected 
positive effect of the negative allosteric modulator fenobam on the severity of dystonia in dtsz 
hamsters, mGluR5 does not seem to play a key role in the pathophysiology of dystonia and does not 
seem to be suitable as a target for antidystonic drugs. Nevertheless, the differences in expression in 
both models suggest dysregulation of mGluR5 and confirm abnormal corticostriatal plasticity in 
dystonia. The overexpression of mGluR5 as shown in the dtsz model, however, is obviously not a 
common alteration in different types of dystonia, as it was not detectable in DYT1 KI mice.  
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